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Aloanevploidija pojav, ko ima celica kopijo celotnega genoma enega partnerja in le 
dele genoma (določene kromosome) drugega partnerja (Sipiczki, 
2008). 
Aloploidija pojav, ko celica vsebuje več kopij kromosomov, ki izhajajo iz 
različnih vrst organizmov (Sipiczki, 2008). 
Alopoliploidija pojav, ko celica vsebuje več kopij celotnega nabora kromosomov, ki 
izhajajo iz različnih vrst organizmov (Merriam-Webster, 2018a). 
Anevploidija pojav prisotnosti abnormalnega števila kromosomov v celici 
(Encyclopedia Britannica, 2018). 
Avtotetraploid organizem, katerega celice imajo 4 kopije genoma iste vrste 
(Merriam-Webster, 2018b). 
Diploidija pojav, ko celica vsebuje dve kopiji genoma (Encyclopedia Britannica, 
2018). 
Heterotalija spolno razmnoževanje, pri katerem sodelujeta dva genetsko 
kompatibilna partnerja (Zalar in sod., 2012). 
Introgresija vnos genov ene vrste v genski sklad druge vrste (Dictionary, 2018). 
Poliploidija pojav, ko ima celica več kopij celotnega nabora kromosomov, ki 
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1 UVOD  
Jabolčno vino (ali »cider«) nastane s fermentacijo jabolčnega soka. Je ena izmed najstarejših 
tradicionalno proizvedenih pijač. Prva uporaba je opisana med romansko invazijo Anglije, 
popularno je bilo tudi med keltsko populacijo. V srednjem veku so pisali o jabolčnem vinu 
v krajih, kjer so uspevale jablane: Francija, Belgija, Nemčija, Švedska in severna Španija. 
Večji obseg proizvodnje se je začel v 19. stoletju, priprava jabolčnega vina pa se od države 
do države malo razlikuje (Durieux in sod., 2005; Jakubik, 2011). 
V Severni Ameriki se izraz »cider« nanaša na moten, nepasteriziran jabolčni sok, »hard 
cider« pa na fermentiran produkt. V Evropi se izraz »cider« nanaša na že fermentiran 
jabolčni sok, z alkoholno vrednostjo med 1,2 in 8,5 % v/v (Laaksonen in sod., 2017). 
Jabolčno vino nastane iz jabolčnega soka v procesu dveh zaporednih fermentacij: 
• Alkoholna fermentacija, kjer pride do pretvorbe sladkorjev v etanol zaradi metabolne 
aktivnosti kvasovk. 
• Jabolčno-mlečnokislinska fermentacija, ki poteče, ko se koncentracija kvasovk 
zniža. V tem koraku se jabolčna kislina pretvori v mlečno kislino zaradi metabolne 
aktivnosti mlečnokislinskih bakterij (Durieux in sod., 2005). 
Vrsta in število kvasovk v jabolčnem soku variira glede na klimatske pogoje, sorto jabolk, 
geografsko lokacijo in tehnologijo pridelave. Medvrstni hibridi kvasovk rodu 
Saccharomyces so ključni pri fermentaciji pijač, vključno s pivom spodnjega vrenja, 
belgijskim pivom zgornjega vrenja, jabolčnim vinom in vinom, ki nastane s hladno 
fermentacijo. Poliploidija, predvsem alopoliploidija, je pomemben mehanizem za 
izboljšanje genetske raznolikosti in spodbujanje genetskih sprememb. Razumevanje in 
uporaba hibridov pri fermentaciji jabolčnega vina je pomembna, saj tako lahko izboljšamo 
izkoristek in aromo končnega proizvoda (Alexander in sod., 2016; de Barros Lopes in sod., 
2002; Pando Bedrinana in sod., 2010).  
1.1  CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
1.1.1 Cilji 
V magistrski nalogi želimo genetsko in fenotipsko okarakterizirati populacije vrst kvasovk 
iz rodu Saccharomyces, ki sodelujejo pri spontanih fermentacijah jabolčnega vina na 
srednjegorskih kmetijah Koroške. 
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1.1.2 Delovne hipoteze 
• Pri fermentaciji jabolčnega vina sodelujejo različne vrste rodu Saccharomyces in 
njihovi hibridi. 
• Po zaključeni spontani fermentaciji bodo populacijo kvasovk sestavljali različni sevi, 
ki se medsebojno razlikujejo po fenotipskih lastnostih.  
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 PRIPRAVA JABOLČNEGA VINA 
Jabolčno vino pripravljajo v sredini oktobra, saj jabolka v tem času dozorijo. Jabolka oberejo 
s pomočjo kljuke za otresanje ali z obiralnikom za sadje. Za transport jabolk uporabijo košare 
ali vreče iz jute ter umetnih vlaken. Oprano sadje stresejo v mlin, ta pa ga zmelje. Mlini so 
različni: vretenasta stiskalnica, hidravlična stiskalnica, sadni mlin in drobilnik sadja. Pri 
drobilniku sadja gre za rotirajoči valj, ki pritiska sadje ob steno, noži, nameščeni na spodnji 
polovici prostora, pa sadje razrežejo v enotno maso. Postopek se nadaljuje v stiskalnici. 
Večinoma uporabljajo prtno stiskalnico (hidravlični sistem stisne sadno maso zavito v prte, 
stene celic počijo zaradi pritiska) in tračno stiskalnico (sadna masa, naložena na trak, ki jo 
pritiska ob valje). Sok nato v primernih sodih s pomočjo mikroorganizmov fermentira v 
jabolčno vino. Uporaba lesenih sodov (predvsem hrastovih) dodatno prispeva k aromi 
jabolčnega vina. Večinoma se pred začetkom fermentacije manjši proizvajalci odločajo za 
delno odstranitev biomase s pomočjo filtracije ali centrifugiranja. S tem izčrpajo hranila v 
jabolčnem vinu, upočasnijo fermentacijo in ohranijo pomembne sladkorje (Jakubik, 2011; 
Le Quere in sod., 2006; del Campo in sod., 2003).  
Pri tradicionalnem pristopu k pridelavi jabolčnega vina jabolka zdrobijo v počasnem 
mehanskem procesu, sok pa fermentira v lesenih sodih brez nadzora temperature. 
Fermentacija poteka z uporabo avtohtonih kvasovk in bakterij, ki so prisotne na sadju in/ali 
opremi. V tem primeru je težje nadzorovati tvorbo želenih komponent, ki dajejo okus 
(Durieux in sod., 2005; Suarez Valles in sod., 2007a).  
Drugi, alternativni način je hitrejši, modernejši, pnevmatski proces, kjer sok fermentira v 
sodih iz nerjavečega jekla. V proizvodnji pogosto uporabljajo izbrane čiste kulture. Z izbiro 
začetne kulture imajo večji nadzor nad celotnim procesom fermentacije in lahko poenotijo 
proizvodnjo zelo kvalitetnega jabolčnega vina. To pomeni enako kakovost vsake serije, v 
vsaki sezoni. Sevi so izbrani glede vpliva na organoleptične lastnosti končnega produkta. Pri 
obeh pristopih gre za alkoholno fermentacijo z avtohtonimi sevi (Durieux in sod., 2005; 
Suarez Valles in sod., 2007a; del Campo in sod., 2003).  
2.1.1 Mikroorganizmi v jabolčnem vinu 
Pri fermentaciji jabolčnega vina sodeluje kompleksna mikroflora: kvasovke kot so 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Hanseniaspora uvarum, Pichia spp., 
Wickerhamomyces spp., Starmerella spp., Hanseniaspora valbyensis in Metschikowia 
pulcherrina, mlečnokislinske bakterije Oenococcus oeni, Lactobacillus spp. ali Pediococcus 
spp. in nekatere ocetnokislinske bakterije. Vsak sev ima določeno vlogo pri različni stopnji 
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fermentacije. Organoleptični profil se po spontani fermentaciji razlikuje. Odvisen je od 
relativne populacije posamezne vrste bakterij ali kvasovk, ki so odvisne od kakovosti sadja, 
opreme, pogojev obiranja jabolk, predhodne obdelave jabolčnega soka in temperature 
jabolčnega soka na začetku fermentacije (Durieux in sod., 2005; Suarez Valles in sod., 
2005).  
2.1.2 Populacijska dinamika kvasovk med fermentacijo jabolčnega vina 
Proces fermentacije jabolčnega vina lahko razdelimo na tri faze glede prevladujoče vrste 
kvasovk. V prvi fazi prevladujejo kvasovke vrste Hanseniaspora, ki imajo nizko 
fermentativno aktivnost. Prisotne pa so tudi kvasovke z oksidativnim metabolizmom, to sta 
vrsti Metschnikowia pulcherrima in Pichia guillermondii. Kvasovke vrste H. uvarum v drugi 
fazi kmalu zamenjajo hitro fermentirajoče S. cerevisiae. V tej fazi se začne alkoholna 
fermentacija. V fazi zorenja prevladujejo kvasovke vrst Dekkera. Na vrsto kvasovk, ki 
sodelujejo pri fermentaciji, vpliva več različnih dejavnikov: geografska lokacija, podnebne 
razmere, sorta jabolk in način pridelave jabolčnega vina. Eden izmed dejavnikov je 
temperatura fermentacije, ki z vplivanjem na asimilacijo dušika in sladkorja vpliva tudi na 
organoleptične lastnosti vina (več cvetlične in sadne arome) ter potek fermentacije. Zgodnja 
fermentacija poteka zgodaj jeseni, ko so temperature še visoke. Ko je temperatura ozračja 
okoli 20 °C, je temperatura svežega soka med 14 in 16 °C. Zaradi visoke koncentracije 
kvasovk in visoke temperature soka je fermentacija zelo hitra (12 – 15 dni). Temperatura 
soka med fermentacijo lahko doseže 34 – 36 °C (Morrissey in sod., 2004; Suarez Valles in 
sod., 2007b; Coton in sod., 2006; Peng in sod., 2015).  
V jabolčnem soku prevladujejo kvasovke vrste Saccharomyces, Hanseniaspora in 
Metschnikowia. Na začetku zgodnje fermentacije je najbolj številčna vrsta kvasovk tipa 
Hanseniaspora, in sicer več kot 90 %. Fermentacija se začne po nekaj dneh. V tem času 
naraste koncentracija kvasovk vrste Hanseniaspora/Kloeckera apiculata in S. cerevisiae. 
Med četrtim in osmim dnevom pride do porabe sladkorjev, povišata se temperatura in 
koncentracija etanola. Sočasno se močno poveča koncentracija kvasovk tipa 
Saccharomyces. Koncentracija H. uvarum takrat začne upadati, po 12. dnevu pa je tako 
nizka, da se je ne da več zaznati. Višati se začne koncentracija kvasovk vrste 
Brettanomyces/Dekkera, ki najvišjo točko doseže 22. dan, na koncu eksponentne faze in 
začetku stacionarne. Po 25 dneh fermentacije jabolčno vino pretočijo v sode in ga pustijo 
zoreti 18 mesecev. V tem času prevladujejo kvasovke vrste Brettanomyces/Dekkera. Pozna 
fermentacija poteka decembra, ko je temperatura okolja od 10 do 12 °C. Temperatura soka 
redko preseže 24 °C, prav tako med fermentacijo ne pride do hitrega narasta temperature. 
Koncentracija kvasovk v soku pri pozni fermentaciji je nižja, kot pri soku zgodnje 
fermentacije, zaradi nizke temperature traja več kot 40 dni. Eksponentna faza rasti kvasovk 
S. cerevisiae je krajša kot pri zgodnji fermentaciji. Celotna koncentracija kvasovk vrste 
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Saccharomyces pa je relativno konstantna preko celotne fermentacije. Na koncu 
fermentacije prevladujejo kvasovke vrste Brettanomyces (Morrissey in sod., 2004; Suarez 
Valles in sod., 2007b; Coton in sod., 2006; Buron in sod., 2011). 
2.1.3 Mikrobna populacija jabolčnega vina iz Koroške  
Prisotnost mikroorganizmov v jabolčnem vinu in na površini sodov na Koroškem je bila 
določena leta 2017 (Mandl, 2017). V vzorcih jabolčnega vina so določili vrste Candida 
apicola, Candida bombi, Candida ethanolica, Dekkera anomala, Dekkera bruxellensis, H. 
uvarum, Kregenvanrija fluxuum, Pichia manshurica, Pichia membranifaciens, Priceomyces 
carsonii, S. uvarum, Saccharomycodes ludwigii, Wicherhamomyces anomalus in 
Zygosaccharomyces microellipsoides. Najbolj številčna je bila vrsta K. fluxuum, sledila pa 
ji je D. bruxellensis. V vzorcih, vzetih s površine sodov, so identificirali naslednje vrste 
kvasovk: C. apicola, C. bombi, C. suthepensis, Debaryomyces hansenii, D. bruxellensis, K. 
fluxuum, M. pulcherrima, Millerozyma farinosa, P. membranifaciens, P. carsonii in S. 
uvarum. Pestrost je bila na površini sodov manjša kot v samem vinu. V francoskem 
jabolčnem vinu so identificirali vrste Candida sake, D. anomala, H. valbyensis, H. uvarum, 
Kluyveromyces marxianus, M. pulcherrima, Pichia delftensis, S. uvarum in S. cerevisiae. V 
jabolčnem vinu iz Asturije so identificirali kvasovke vrste H. valbyensis, H. uvarum, 
Hanseniaspora osmophila, M. pulcherrima, P. guillermondii, S. uvarum in S. cerevisiae. Če 
primerjamo prisotnost kvasovk v jabolčnih vinih iz različnih lokacij, opazimo pojavljanje 
enakih vrst (Mandl, 2017; Coton in sod., 2006; Suarez Valles in sod., 2007b). 
2.2 HIBRIDI 
Hibridi so bolje prilagojeni na sekundarne metabolite, ki nastanejo med fermentacijo, ter na 
nihanje razmer med fermentacijskim procesom. Hibridizacija med sorodnimi vrstami rodu 
Saccharomyces je naravni mehanizem, ki je vključen v prilagoditev kvasovk na industrijske 
procese in igra pomembno vlogo pri evoluciji obstoječih vrst. Čeprav post-zigotna bariera 
po navadi prepreči tvorbo živih spor, so stabilni hibridi pogosti med različnimi vrstami tega 
rodu. Naravne hibride so našli v različnih tipih fermentacije (Sipiczki, 2008; Perez-Traves 
in sod., 2012; Morales in Dujon, 2012).  
Z razvojem molekularnih metod za karakterizacijo sevov so ugotovili, da ima več vinskih 
sevov rodu Saccharomyces genome sestavljene iz genetskih elementov, ki izvirajo iz dveh 
ali več vrst. Ti sevi so omenjeni kot medvrste ali medvrstni hibridi. Hibride lahko ustvarimo 
tudi umetno v laboratoriju. Genomi le-teh so ponavadi nestabilni in so podvrženi procesu 
stabilizacije genoma, ki vključuje postopno izgubo kromosomov in rekombinacijo med 
kromosomi partnerskih genomov. Po definiciji so genetski hibridi rezultat zlitja dveh gamet, 
ki se razlikujeta po genetski sestavi. Hibridizacija različnih vrst privede do nastanka 
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aloploidnega genoma, ki vsebuje kopije genomov hibridiziranih vrst. Hibridni genomi 
vinskih sevov rodu Saccharomyces so lahko podvrženi obsežnim spremembam, ki 
vključujejo tudi izgubo kromosomov, različne vrste rekombinacij, rezultat tega pa so različni 
anevaploidi ali rekombinante, ki vsebujejo genom enega partnerja in dele genoma drugega 
partnerja (Sipiczki, 2008). 
Genetsko spremenjen organizem (GSO) je organizem, katerega genetski material je bil 
spremenjen na način, ki se v naravi ne more zgoditi, bodisi s parjenjem ali naravno 
rekombinacijo. Po tej definiciji hibridi, ki nastanejo s pomočjo redkega parjenja (»rare 
mating«) ali s parjenjem spor, ne morejo biti označeni kot GSO. Hibridi, ki tako nastanejo, 
lahko ostanejo brez glavnih značilnosti starševskih sevov in sicer zaradi ločevanja 
kromosomov, ki se pojavi med mejozo in tvorbo spor med hibridizacijo. Nasprotno pa so 
hibridi, ki nastanejo s fuzijo protoplastov, obravnavani kot GSO (Perez-Tores in sod., 2012). 
2.2.1 Spolni cikel  kvasovk rodu Saccharomyces 
Mejoza služi širjenju genetske diverzitete in popravljanju genetskega materiala. 
Uravnavanje omenjenega procesa vključuje specializiran paritveni lokus MAT. Askomicete 
imajo dva različna tipa MAT lokusa: MATa in MATα. Vsak izmed lokusov vsebuje dva gena. 
Iz dveh haploidnih spor različnih paritvenih tipov nastane stabilna diploidna celica, ki se 
naprej deli nespolno. Haploidne celice lahko preklapljajo med paritvenima tipoma. Vseh 
sedem vrst rodu Saccharomyces ima enako organizacijo lokusa paritvenega tipa (lokus MAT) 
in njihove celice so večino časa v diploidnem stanju. V naravi se medvrstna hibridizacija 
zgodi, ko se askospora ene vrste spari z askosporo druge vrste. Medvrstna hibridizacija se 
dogodi ali med dvema raznovrstnima haploidnima sporama, ali z redkim parjenjem, kjer je 
vsaj en starševski sev diploiden. Pri drugem načinu lahko diploidi pridobijo sposobnost 
parjenja z inaktivacijo enega izmed paritvenih genov oziroma idiomorfov. Tako pride do 
spontane spremembe genov lokusov MAT in posledično imajo sevi dve enaki kopiji 
paritvenega alela, MATa/MATa ali MATα/MATα (Alexander in sod., 2016; Knop, 2011).  
2.2.2 Odkrivanje naravnih hibridov 
Za odkrivanje naravnih hibridov se uporabljajo molekularne metode, ki so jih razvili šele 
nedavno. To so: polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov pomnoženih s PCR (PCR–
RFLP), ribotipizacija, analiza mikrosatelitov, hibridizacija z uporabo subtelomernih in 
prenosljivih ponavljajočih se elementov, elektroforetska kariotipizacija, pomnoževanje z 
naključnimi začetnimi oligonukleotidi (RAPD) in dolžinski polimorfizem pomnoženih 
fragmentov (AFLP). Večina teh metod temelji na testiranju nekaj lokusov v kromosomu ali 
mitohondrijskem genomu. To je lahko zavajajoče, saj lahko rezultati pokažejo, da ima nek 
mikroorganizem aloploiden genom, čeprav ima lahko le več kopij nekaterih genov. AFLP 
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ali RAPD sta bolj učinkoviti metodi, saj z njima mapiramo celoten genom seva. Ti dve 
metodi ne razlikujeta med ohranjenimi in variabilnimi regijami, prav tako ne zaznata 
majhnih sprememb pri ohranjenih lokusih, kar je uporabljeno pri drugih metodah. 
Kariotipizacija z DNA mikromrežami najbolje analizira genom, zato ima dober potencial za 
analizo strukture genomov naravnih izolatov (Sipiczki, 2008; Morales in Dujon, 2012). 
2.2.3 Struktura genomov naravnih hibridov 
Molekularne analize naravnih hibridov so pokazale obsežne spremembe v organizaciji 
genomov. Hibridni genomi, ki so sestavljeni iz celotnih setov kromosomov partnerjev, so 
lahko alodiploidi ali alotetraploidi. Ostali hibridi imajo kopijo celotnega genoma enega 
partnerja in le dele genoma (določene kromosome) drugega partnerja (aloanevploid), ali pa 
pride do translokacije (medvrstna rekombinanta). Omenjene spremembe v genomu se lahko 
s stresom pospešijo. V nasprotju s heterozigotnim jedrnim genomom je mitohondrijski 
genom le od enega starševskega seva v vseh do sedaj testiranih plazmidih (Sipiczki, 2008; 
Morales in Dujon, 2012).  
2.2.4 Umetna hibridizacija 
V laboratoriju medvrstne hibride pridobijo s konjugacijo (parjenjem) haploidnih spor, z 
uporabo redkega parjenja, ki nastane med diploidnimi vegetativnimi celicami, ali s fuzijo 
protoplastov. Parjenje s sporami ali vegetativnimi celicami lahko izvedemo z 
mikromanipulacijo, kjer posamezne spore položimo blizu druga drugi na agarno ploščo. Ta 
način je najbolj enostaven: haploidne celice nasprotnih paritvenih tipov tvorijo zigote. 
Konjugacijske pare identificiramo pod mikroskopom. Alternativna možnost je masovno 
parjenje partnerskih populacij, ki nosijo komplementarne genetske markerje. V tem primeru 
so hibridi identificirani kot kulture, ki so nastale pod določenimi pogoji kultivacije 
(Sipitczki, 2008; Morales in Dujon, 2012).  
Redko parjenje spor je metoda, ki je nastala iz prilagoditve tehnik, ki se uporabljajo za 
klasično parjenje kvasovk. Najprej je bila uporabljena za proučevanje preklapljanja 
paritvenih tipov pri vrsti S. cerevisiae, kasneje pa so jo prilagodili za raziskovanje 
industrijskih kvasovk, ki imajo nizko frekvenco sporulacije in viabilnost spor ali pa te 
sposobnosti nimajo. Metoda temelji na občasnem preklopu paritvenega tipa pri industrijskih 
kvasovkah. Te so običajno diploidi ali poliploidi in prav tako lahko kažejo anevploidnost. 
Rezultat je pojavnost celic z nizko paritveno frekvenco, ki lahko konjugirajo z znanim 
laboratorijskim sevom s paritvenim tipom a ali α. Sposobnost sporulacije je pri potomcih 
pogosto izboljšana (Spencer in sod., 1996; Muller in sod., 2009). 
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Zlitje protoplastov je lahko uporabno za hibridizacijo genetsko bolj oddaljenih sevov. Pri 
tem načinu gre za metodo, kjer predhodno encimsko razgradijo celično steno v prisotnosti 
polietilen glikola. Lahko uporabijo tudi druge načine, kot sta izmenjava mitohondrijev ali 
uporaba z N-etilmaleimidom inaktiviranih protoplastov (Sipitczki, 2008; Perez-Traves in 
sod., 2012; Morales in Dujon, 2012). 
Sporulacija je pomembna lastnost pri izboljšanju kvasovk. Za uspešno parjenje je bolj 
pomembna živost spor kot pogostnost tvorbe spor. Pri umetni hibridizaciji je več kot 99 % 
spor nezmožnih preživeti, medtem ko je ta pogostnost manjša (93 %) pri hibridih med 
vrstama S. uvarum in S. eubayanus (Verspohl in sod., 2017; Hittinger, 2013). 
2.2.5 Struktura genoma umetno narejenega hibrida  
Umetni hibridi se razmnožujejo preko vegetativnih delitev tako učinkovito kot starševski 
sevi. Poleg tega, da kažejo kombinacijo fenotipskih značilnosti obeh starševskih sevov, so 
tudi znatno bolj variabilni v strukturi genoma. Ločimo tri kategorije: 
• Sterilni hibridi, ki ne sporulirajo ali slabo sporulirajo, spore so večinoma mrtve. To 
so hibridi alodiploidov, ki vsebujejo po eno kopijo homolognih kromosomov enega 
od staršev. Produkcijo mrtvih spor se pripisuje razliki med številom kromosomov 
staršev, kar prepreči njihovo parjenje v mejozi 1. Sterilnost ni nujna, žive spore so 
našli v številnih primerih, čeprav je pogostnost manjša (manj kot 1 %) kot pri 
medvrstnih hibridih. Večina hibridov, opisanih v literaturi, sodi v to kategorijo.  
• Sterilni hibridi, ki producirajo žive spore v generaciji F1. Klonska populacija celic, 
nastala iz spor (imenovani generacija F1), ne producira živih spor (sterilnost F1). 
Viabilne spore lahko nastanejo le, če ima vsak kromosom svoj homologen kromosom 
pri mejozi 1. To zahteva prisotnost vsaj dveh homolognih kromosomov vsakega od 
staršev. Taki hibridi so alotetraploidi. Z mejozo alotetraploidnih celic nastanejo 
spore, ki imajo alodiploidni set kromosomov. Če so ti seti homotalični, nastanejo 
alodiploidni F1 kloni, nesposobni tvorbe živih spor. 
• Plodni hibridi in njihovi potomci proizvajajo žive spore, potomci so plodni. V nekaj 
primerih, v katerih so uporabili genetsko analizo, so opazili ločevanje tetraploidnih 
markerjev. Aloploidne spore niso nujno heterozigotne na lokusu MAT. Če je 
alodiploidna spora homozigotna na enem od lokusov MAT, lahko konjugira z drugo 
alodiploidno sporo homozigote za nasprotni alel lokusa MAT in ohrani alodiploidni 
hibridni genom. To sicer še ni eksperimentalno dokazano (Sipitczki, 2008; Hittinger, 
2013; Morales in Dujon, 2012). 
Genomska stabilnost medvrstnih hibridov se doseže znotraj 30 do 50 generacij. Čeprav so 
alopoliploidni sevi manj stabilni kot diploidi, so dovolj stabilni za uporabo v industriji. Med 
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procesom stabilizacije hibrida pride do izgube heterozigotnosti zaradi prisotnosti velikih 
homozigotnih regij znotraj heterozigotnega genoma. To se zgodi zaradi mehanizma 
popravljanja napak, kjer se pri ponovni sintezi model uporablja kot homologen kromosom 
(Alexander in sod., 2016; Morales in Dujon, 2012). 
2.2.6 Svetovna razpostranjenost kvasovk rodu Saccharomyces 
V Evropi in Severni Ameriki so iz naravnega okolja redko izolirali seve vrste Saccharomyces 
uvarum, večinoma so jo izolirali s hrastovega lubja. V Patagoniji so z lubja drevesa rodu 
Nothofagus (bukvi sorodna vrsta) izolirali veliko populacijo vrste S. uvarum, ki si ekološko 
nišo deli skupaj z vrsto S. eubayanus. Drevesa rodu Nothofagus so avtohtona na območju 
Oceanije in Patagonije (Almeida in sod., 2014; Hittinger, 2013). 
Almeida in sod. (2014) poročajo o številnih dokazih prenosa genov iz vrste S. eubayanus v 
genome evropskih vinskih sevov S. uvarum. Prenose genov vrste S. eubayanus so našli tudi 
pri hibridih med vrstama S. cerevisiae in S. uvarum, kar nakazuje na to, da je doprinos genov 
vrste S. eubayanus prednost tudi pri sicer obogatenih hibridnih genomih. Predpostavka je, 
da je v Evropi prišlo do hibridizacije med vrstama S. uvarum in S. eubayanus, temu pa je 
sledil še prenos genov med hibridom in čistim starševskim sevom S. uvarum. Ni znano, ali 
je do introgresije S. eubayanus prišlo večkrat, ali je bil to le enkraten dogodek, ki se je nato 
razširil po Evropi. Zadnja možnost je bolj verjetna, saj ta vrsta po Evropi ni pogosto prisotna. 
Glede na široko razširjenost mozaičnih sevov po Evropi in njihovo skorajšnjo odsotnost v 
divji populaciji lahko predvidevamo, da je introgresija hitro izgubljena v naravnih okoljih. 
V Južni Ameriki si S. eubayanus in S. uvarum delita ekološko nišo drevesa vrste Nothofagus, 
vendar je na severni polobli vrsto S. eubayanus težje zaznati kot vrsto S. uvarum. Do sedaj 
so v Severni Ameriki poročali o treh izolatih vrste S. eubayanus. Vrsta S. uvarum je v 
povezavi z drevesom rodu Nothofagus prisotna tudi na Novi Zelandiji in na Tasmaniji, kar 
predstavlja pomemben dodatek k raznolikosti zgodaj razcepljenega rodu Saccharomyces na 
južni polobli. Vrsta S. uvarum je prisotna na vseh kontinentih, razen v Afriki in na Atarktiki. 
Drevesa rodu Nothofagus so bila včasih združena na mega-kontinentu Gondwana, sedaj pa 
so prisotna le na območju Oceanije in Južne Amerike. Na Južni polobli je večja genetska 
raznolikost vrst S. uvarum in S. eubayanus kot na severni polobli. Glede na večjo frekvenco 
izolacije na tem območju in prisotnost drevesa vrste Nothofagus, je verjetno zadnji skupni 
prednik vrste Saccharomyces izhajal iz južne poloble. Na severno poloblo so te vrste 
migrirale preko jugovzhodne Azije. To je edino območje, kjer sovpadata rast bukev in 
hrastov družine Fagaceae. Z dreves rodu Nothofagus so v Patagoniji izolirali vrsto 
Saccharomyces pastorianus, kar nakazuje, da je to lahko genetska zaloga divjega seva te 
vrste (Almeida in sod., 2014; Masneuf-Pomarede in sod., 2016; Hittinger, 2013; Morales in 
Dujon, 2012). 
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2.2.7 Enološki vidik 
Medvrstna hibridizacija Saccharomyces vinskih sevov ima pomemben biotehnološki 
potencial v vinarstvu. Številni industrijski izolati (starterske kulture), ki so se prilagodili na 
vinarske razmere iz naravnih habitatov, so v resnici medvrstni hibridi. Podobne hibride so 
našli tudi pri spontanih vinskih fermentacijah v različnih vinorodnih okoliših. Zaželene 
kombinacije pozitivnih lastnosti, vključno z boljšim prilagajanjem na fermentacijske 
razmere, lahko pridobimo z združevanjem dveh ali več genomov (Sipitczki, 2008). 
Obe pomembni vrsti vinskih sevov, S. cerevisiae in S. uvarum, imata značilen prispevek k 
sestavi vina in omogočata, da z različnimi tehnološkimi metodami pridobimo boljše vino 
pod določenimi fermentacijskimi pogoji. Njuni hibridi (naravni ali umetni), imajo lastnosti 
novih kombinacij, ki so lahko boljše od starševskih. Hibridi producirajo več komponent 
arome kot referenčni sevi, lahko fermentirajo tako pri nizkih kot visokih temperaturah in 
pridelajo manj pomembne fermentativne komponente v manjših količinah. Hibridi 
uporabljajo metabolne poti obeh staršev, katero bodo uporabili, pa je odvisno od 
temperature. Prednost alodiploidnih hibridov za industrijsko uporabo je odsotnost 
sposobnosti sporulacije in posledično genetskih prerazporeditev, kar daje sevu večjo 
stabilnost (Sipitczki, 2008; Gangl in sod., 2008). 
2.3 KVASOVKE RODU Saccharomyces  
Saccharomyces je rod ozko sorodnih vrst, ki se uvrščajo med askomicetne glive. V ta rod 
sodijo vrste S. cerevisiae, S. uvarum, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. 
paradoxus, S. jurei in hibrid S. pastorianus. S. cerevisiae je po svetu razširjena kot 
udomačena vrsta. S. paradoxus je razširjena po celem svetu, obstajajo tudi evropske, 
daljnovzhodne, havajske in severno ameriške populacije. S. cariocanus najdemo v Braziliji, 
S. kudriavzevii na Japonskem in v Evropi in S. mikatae na Japonskem (Naumov in sod., 
2003; Sipiczki, 2008; Muller in sod., 2009). 
Pri skupini kvasovk rodu Saccharomyces je pri nekaterih primerih prišlo do genomskih 
sprememb zaradi medvrstne hibridizacije, introgresije, prerazporeditve genoma ali 
horizontalnega prenosa genov. Poleg S. cerevisiae, najpomembnejše vrste uporabljene v 
industriji, pogosto uporabijo tudi hibrid, S. pastorianus, ki je pomemben pri proizvodnji piva 
spodnjega vrenja. S. pastorianus je poliploiden hibrid, ki je rezultat udomačitve povezane s 
sposobnostjo fermentacije pri nizkih temperaturah. Hibrid je nastal z združenjem genoma S. 
cerevisiae, ki se uporablja za proizvodnjo piv zgornjega vrenja, in kriotolerantne vrste S. 
eubayanus. Pomemben hibrid med vrsto S. cerevisiae in kriotolerantno vrsto S. kudriavzevii 
sodeluje pri proizvodnji Belgijskih piv, kjer fermentacija poteka pri nizki temperaturi. 
Hibridi med S. cerevisiae in kriotolerantno vrsto S. kudriavzevii, S. eubayanus in S. uvarum 
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počasi nadomeščajo S. cerevisiae pri fermentacijah, ki potekajo pri nizki temperaturi. S. 
uvarum in S. eubayanus sta filogenetsko najbolj oddaljeni od S. cerevisiae. Vrsta S. uvarum 
je poleg S. cerevisiae edina naravna, nehibridna vrsta, ki je pomembna v industrijskih 
fermentacijah (Almeida in sod., 2014). 
2.3.1 Saccharomyces cerevisiae 
S. cerevisiae je najbolje preučena kvasovka zaradi uporabe pri proizvodnji alkoholnih pijač 
in pekovskih izdelkov. Iz ekonomskega vidika je eden izmed najpomembnejših organizmov. 
Je modelni organizem za različne genetske in molekularne raziskave. S. cerevisiae je prvi 
evkariontski organizem, pri katerem so določili nukleotidno zaporedje genoma (Naumov in 
sod., 2001; Ibanez in sod., 2017; Goffeau in sod., 1996). 
Večina vinskih izolatov tvori skupino, ki je jasno ločena od ostalih tehnoloških skupin. To 
je dokaz, da je prišlo do enega samega dogodka udomačitve. Fermentativni sevi S. cerevisiae 
imajo unikatne genetske in fenotipske lastnosti. Vinski sevi so večinoma homotalični in 
heterozigotni diploidi z različno sposobnostjo tvorbe spor. Lahko so izpostavljeni genetski 
nestabilnosti zaradi prerazporeditve kromosomov, kar privede do pojava poliploidije ali 
anevploidije (Dequin in Casaregola, 2011; Lopandic in sod., 2007). 
Industrijski sevi so dobro prilagojeni na temperaturni, ozmotski in etanolni stres, čemur so 
izpostavljeni med fermentacijo. Sposobni so rasti pri visokih koncentracijah etanola in 
sladkorja, pri nizkem pH in ob dodanih protimikrobnih snoveh. Izmed vseh kvasovk rodu 
Saccharomyces je S. cerevisiae najbolje prilagojena na visoke temperature. Večinoma 
sodeluje pri fermentaciji, ki poteka nad 18 °C. Temperaturni optimum rasti je 32,3 °C, 
maksimalna temperatura pa je 45,4 °C (Salvado in sod., 2011; Perez-Torrado in sod., 2015; 
Ibanez in sod., 2017; Kempf in sod., 2017; Lopandic in sod., 2007). 
Vrsta S. cerevisiae ima 16 kromosomov. Nekateri izmed njih so enako dolgi, zato na gelu 
ločimo od 12 do 14 kromosomov, ki variirajo v dolžini od 200 do 2200 kbp. Od dva do trije 
kromosomi so krajši od 500 kbp, šest do sedem jih je dolgih med 500 in 1000 kbp, tri do 
štirje pa so dolgi nad 1000 kbp (Wang in sod., 2012).  
2.3.2 Saccharomyces uvarum 
Seve vrste S. uvarum so izolirali iz vinogradov po Evropi in na Novi Zelandiji, nedavno so 
jih identificirali tudi v Argentini in Tibetu. Pogosto to vrsto najdemo v enakih okoljih kot S. 
cerevisiae, deljenje ekološke niše pa pogosto pripelje do hibridizacije. S. uvarum je zanimiva 
vrsta pri proizvodnji pijač. Povezujejo jo s proizvodnjo grozdnega in jabolčnega vina ter 
piva. Temperaturni optimum rasti je med 23,6 in 26,2 °C, maksimum pa med 36,8 in 38,4 
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°C. Fermentacijski profil kriotolerantne vrste S. uvarum se razlikuje od profila vrste S. 
cerevisiae. S. uvarum tvori manj ocetne kisline in etanola, proti kateremu je slabo odporna, 
ter več glicerola in jantarne kisline. Sintetizira tudi jabolčno kislino, ki se kasneje ne 
razgradi, ter hlapne spojine kot sta feniletanol in hlapni fenoli. Feniletanol sintetizira v večji 
koncentraciji kot S. cerevisie. S. uvarum je pogosto prisotna pri fermentaciji jabolčnega vina, 
ki poteka pri nizki temperaturi. Prav tako je, v primerjavi z vrsto S. cerevisiae, bolje 
prilagojena na osmotski pritisk zaradi visoke koncentracije sladkorja v svežem soku. 
Sposobna je metabolizirati melibiozo. Zaradi prilagojenosti na visoke koncentracije 
sladkorjev se lahko bolje prilagodi fermentacijskemu procesu. Producira glicerol, kar je 
zaželena lastnost kvasovke. Producira tudi pektinolitične encime. S. uvarum je homotalična 
kvasovka z dobro sposobnostjo sporulacije. V 75 do 100 % spore tudi kalijo. To vrsto redko 
najdemo v naravi, je pa pogosto prisotna v fermentativnih okoljih, kjer sodeluje z drugimi 
vrstami kvasovk rodu Saccharomyces (Almeida in sod., 2014; Verspohl in sod., 2017; 
Naumov in sod., 2001; Perez-Torrado in sod., 2015; Zhang in sod., 2015; Salvado in sod., 
2011; Masneuf-Pomarede in sod., 2016). 
Taksonomija S. uvarum se je znotraj kompleksa vrst rodu Saccharomyces večkrat 
spremenila. V rodu Saccharomyces je vrsta S. uvarum filogenetsko najbolj oddaljena od 
vrste S. cerevisiae. Naumov (2000) je vrsto S. uvarum uvrstil v vrsto S. bayanus, to pa je 
razdelil na dve varieteti: S. bayanus var. bayanus in S. bayanus var. uvarum. Nedavno je bila 
vrsta S. bayanus opisana kot kompleksna, mozaična vrsta, v kateri se združujejo genomi 
različnih vrst kot so S. uvarum, S. eubayanus in S. cerevisiae. S. uvarum je danes 
obravnavana kot naravna vrsta (Verspohl in sod., 2017; Libkind in sod., 2011). 
Sevi vrste S. uvarum imajo 16 kromosomov. Kariotipizacija je pokazala od 12 do 17 
kromosomskih lis, saj lis pri kromosomih s podobno velikostjo ne moremo razlikovati. Poleg 
tega imajo heterozigotni sevi dve lisi za en kromosom. Znotraj vrste je velika genetska 
variabilnost, vendar imajo vsi skupino srednje velikih kromosomov in dva majhna v 
velikostnem območju od 245 do 370 kbp (Verspohl in sod., 2017; Lopes in sod., 2010). 
2.3.3 Saccharomyces kudriavzevii 
Vzorec prisotnosti S. kudriavzevii v določenih genomih hibridov je težko interpretirati, saj 
te vrste niso našli na območjih povezanih z vinom, niti je niso zasledili zunaj Japonske in 
Evrope. Štirje od znanih petih sevov so bili izolirani iz razpadajočega listja in tal na 
Japonskem. V Evropi je znan naravni habitat te vrste lubje dreves na Portugalskem. Ta 
dejstva nakazujejo, da je hibridizacija potekla v naravnem okolju na območjih, iz katerih 
izolati izhajajo. Hibridi so kasneje verjetno izgubili velik del genoma in se razširili po regijah 
Evrope, kjer sodelujejo pri fermentaciji vina. Temperaturni optimum rasti S. kudriavzveii je 
enak kot pri vrsti S. uvarum, med 23,6 in 26,2 °C, maksimum pa med 36,8 in 38,4 °C. 
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Najnižja temperatura rasti je 4,3 °C. Kariotip kvasovke S. kudriavzevii je zelo podoben 
kariotipu vrste S. cerevisiae (Lopes in sod., 2010; Legras in sod., 2005; Sipiczki, 2008; 
Salvado in sod., 2011; Kempf in sod., 2017). 
2.3.4 Saccharomyces eubayanus 
Vrsto S. eubayanus v naravnem okolju najdemo pod drevesnim lubjem ali v plodiščih 
parazitske glive rodu Cyttaria. S. uvarum referenčni sev CBS 380 vsebuje zaporedja iz 
genoma vrste S. eubayanus. Ta vrsta sintetizira neželene žveplove spojine, ki zakrijejo 
visoke koncentracije sadnega vonja estrov in višjih alkoholov, čeprav jih sintetizira v višji 
koncentraciji kot S. cerevisiae (Pengelly in Wheals, 2012; Magalhaes in sod., 2017). 
2.3.5 Saccharomyces pastorianus 
Sevi S. pastorianus izvirajo iz hibridizacije med S. cerevisiae in S. eubayanus ali drugimi 
sorodnimi sevi. Vsebujejo dva seta kromosomov obeh starševskih sevov. Določeni hibridi, 
izolirani iz proizvodnje piva spodnjega vrenja, so izgubili celotne kromosome vrste S. 
cerevisiae. Z rezultati primerjalne genomske hibridizacije so pokazali, da mitohondrijska 
DNA izhaja iz ne-S. cerevisiae starševskega seva. Sinonim za to vrsto je tudi S. 
carlsbergensis. Uporablja se za fermentacijo piv spodnjega vrenja. Optimalna temperatura 
rasti je od 20 do 25 °C. Hibridi imajo večino fermentativnih lastnosti po starševskem sevu 
S. cerevisiae. S. eubayanus doprinese toleranco na mraz, poleg tega pa ima transporter Fsy1, 
ki izboljša sposobnost akumulacije fruktoze v poznejših fazah fermentacije. Hibrid, v 
primerjavi s starševskim sevom S. cerevisiae, zaradi drugačnega izkoriščanja aminokislin ne 
sintetizira neželenih žveplovih spojin v zaznavnih koncentracijah, prav tako sintetizira manj 
vinilgvajakola. Maghalaes in sod. (2017) so umetno tvorili hibrid S. pastorianus. Uporabili 
so metodo redkega parjenja. Hibridi so imeli širše temperaturno območje rasti kot starševska 
seva. Prav tako so hibridi bolj odporni proti povišanim koncentracijam fruktoze, medtem ko 
starševska vrsta S. cerevisiae ne uspeva dobro ob prisotnosti le-te (de Barros Lopes, 2002; 
Naumov in sod., 2002; Johannesen in Hansen, 2002; Gonzalez in sod., 2006; Dunn in 
Sherlock, 2008; Morales in Dujon, 2012; Alexander in sod., 2016; Magalhaes in sod., 2017). 
2.3.6 Saccharomyces paradoxus 
S. paradoxus je »divja« vrsta, ki je pogosto povezana z naravnimi habitati kot so hrasti, 
žuželke in tla. Pogosto so prisotni v Evropi, vzhodni Aziji in Severni Ameriki. Optimalna 
temperatura rasti naravnih izolatov S. paradoxus je okoli 30 °C. Sevi so homotalični, imajo 
dobro sposobnost sporulacije in visoko živost askospor. Vrsta je odporna na etanol in pri 
fermentaciji nastane veliko le-tega. Vsi izolati producirajo nizke koncentracije H2S (Salvado 
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in sod., 2011; Masneuf-Pomarede in sod., 2016; Naumova in sod., 2011; Redžepovič in sod., 
2002; Majdak in sod., 2002). 
2.3.7 Medvrstni hibrid Saccharomyces uvarum x Saccharomyces cerevisiae 
Nekateri hibridi so sposobni sinteze žveplovih spojin, ki dajejo značilne arome vin 
Sauvignon blanc. Optimalno rastejo pri 30 °C, tako kot starševski sev S. uvarum. Iz tega 
lahko sklepamo, da je občutljivost na temperaturo vrste S. uvarum dominantna. Hibrid je 
dobro prilagojen na stresne pogoje kot so nizek pH ter visoke koncentracije sladkorjev in 
etanola. Vsebuje po eno kopijo genoma vsake starševske vrste, kar nakazuje, da gre za 
nedaven dogodek hibridizacije in predstavlja podobne karakteristike kot umetno narejeni 
hibridi. Le-ti vsebujejo po eno kopijo genoma vsakega starša (Sipiczki, 2008; Perez-Torrado 
in sod., 2015). 
2.3.8 Medvrstni hibrid Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces kudriavzevii 
Naravni hibrid S. cerevisiae x S. kudriavzevii so našli pri procesih fermentacije piva v 
Angliji, Nemčiji, Belgiji, Franciji, Švici in Avstriji. Tu hibridi dominirajo nad S. cerevisiae 
zaradi nizke temperature. Čeprav so hibridi slabše prilagojeni na okolje kot starševski sevi, 
so bolje prilagojeni na pogoje med fermentacijo. Hibrid je ohranil fermentacijski vzorec 
vrste S. cerevisiae in je bolje prilagojen na izgradnjo arome in kompleksnost okusa. Kaže 
visoko odpornost proti etanolu in odlične lastnosti usedanja po alkoholni fermentaciji. 
Uporablja se pri proizvodnji Belgijskega piva zgornjega vrenja. Hibrid tvori več etanola kot 
posamezen starševski sev (Alexander in sod., 2016; Sipitczki, 2008; Gonzalez in sod., 2007).  
Določeni kromosomi starševskega seva S. kudriavzevii niso prisotni v hibridu. Ohranja se 
genom starševskega seva vrste S. cerevisiae (Alexander in sod., 2016; Perez-Torrado in sod., 
2015). Gonzalez in sod. (2008) so opisali hibrid S. cerevisiae x S. kudriavzevii z lastnostmi, 
ki jih je povzel po obeh starših. Po S. cerevisiae je prevzel lastnosti, kot so dobra odpornost 
proti alkoholu in glukozi, ter sposobnost hitre fermentacije. Po starševskem sevu S. 
kudriavzevii pa so lastnosti, kot so dobra prilagoditev na nizke in srednje temperature, ter 
višja produkcija glicerola in komponent arome. Pomembno je opozoriti, da vrsta S. 
kudriavzevii ni bila še nikoli opisana v povezavi s pridelavo vina, izolirali so jo iz naravnih 
okolij Japonske in v Evropi. Ni znano, ali so hibridi nastali v naravnem okolju, ali preko 
dogodkov med proizvodnjo. Hibrid je bolje prilagojen na nižje in srednje nizke temperature, 
ter sintetizira večje količine aromatičnih komponent kot posamezna starševska seva. 
Optimalna temperatura za rast S. kudriavzveii je 22 °C (Gonzalez in sod., 2007; Kempf in 
sod., 2017).  
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2.4 SENZORIČNE LASTNOSTI JABOLČNEGA VINA 
Aroma vina je senzorično dojemanje, ki je odvisno od posameznika, izkušnje in kemične 
sestave proizvoda. Kemijska sestava vina je temelj senzoričnega odziva, odvisna pa je od 
več faktorjev. Preko alkoholne fermentacije kvasovke pozitivno prispevajo k okusu 
jabolčnega vina. To naredijo preko več mehanizmov: 
• izkoriščajo sestavine jabolčnega soka, 
• proizvajajo etanol in druga topila, ki pomagajo izločiti komponente okusa iz jabolk,  
• sintetizirajo encime, ki nevtralne komponente jabolk spremenijo v aktivne spojine 
okusa, 
• proizvajajo aromatične spojine (Slika 1), 
• pri mrtvih kvasovkah pride do avtolize (Gonzalez in sod., 2007; Fleet, 2003). 
Uporaba različnih vrst kvasovk pri alkoholni fermentaciji da vinu različne organoleptične 
lastnosti. Najbolj spremenljiva produkta, etanol in ogljikov dioksid, najmanj prispevata h 
končnemu okusu. Nasprotno imajo višji alkoholi in estri kot hlapni metaboliti velik vpliv na 
senzorične lastnosti vina (Gonzalez in sod., 2007). 
 
Slika 1: Shematski prikaz komponent arome, ki nastanejo zaradi metabolizma kvasovk (Lambrechts in 
Pastorius, 2000). 
Najbolj pogoste molekule v jabolkih so estri (od 78 do 92 %), alkoholi (od 6 do 16 %), 
aldehidi, ketoni in etri. Najpomembnejše aromatske komponente so višji alkoholi, acetatni 
estri in etil estri. Večina komponent niso naravne sestavine jabolk, ampak nastanejo ko se 
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začne alkoholna fermentacija jabolk (Riekstina-Dolge in sod., 2011; Ibanez in sod., 2017; 
Symoneaux in sod., 2015). 
Na aromo jabolčnega vina vpliva več faktorjev, kot so sorta jabolk, način stiskanja soka in 
mikroorganizmi, ki sodelujejo pri fermentaciji. Večina komponent arome jabolk se med 
procesom obdelovanja izgubi, medtem ko večina komponent arome jabolčnega vina nastane 
med fermentacijo. Predvidevajo, da je aroma bolj odvisna od izbire tehnoloških parametrov, 
ki vplivajo na fermentacijo, kot od sorte jabolk. V jabolčnem vinu najdemo nehlapne 
(polialkoholi, organske kisline) ter hlapne komponente (estri, alkoholi, aldehidi, ketoni, 
maščobne kisline, terpeni, fenoli). Koncentracija in razmerje hlapnih komponent določa 
aromo jabolčnega vina. Devet hlapnih komponent je bistvenih pri določanju arome: etil 
acetat, izobutil acetat, izopentilacetat, etil kaprilat, etil 4-hidroksibutanoat, izobutilalkohol, 
izopentilalkohol, 3-metiltio-1-propanol in benzenetanol. Kislost jabolčnega vina ima 
pomembno vlogo pri določanju stabilnosti in pri senzoričnih značilnostih. Alkohol je ključen 
pri kakovosti jabolčnega vina, pomemben je za organoleptične lastnosti in stabilnost, 
obenem pa služi kot topilo za arome (Picinelli Lobo in sod., 2016; Qin in sod., 2018; Peng 
in sod., 2015; Suarez Valles in sod., 2007b;).  
Vsebnost sladkorja je eden izmed pomembnejših faktorjev, ki vplivajo na mikrobno rast med 
fermentacijo. Mošt večinoma vsebuje podobno količino fruktoze in glukoze. Oba sladkorja 
se porabljata istočasno, čeprav imajo kvasovke rodu Saccharomyces preferenco do glukoze. 
Glukoza se porabi hitreje, to pa privede do zmanjšanja razmerja med glukozo in fruktozo, s 
tem se lahko fermentacija ustavi. Na tej stopnji fermentacije, ko je raven dušika nizka, 
etanola pa visoka, imajo nekateri sevi težavo fermentirati preostalo fruktozo (Orlić in sod., 
2009). 
Etanol inhibira rast kvasovk in njihovo živost tako, da vpliva na različne transportne sisteme, 
kot je aminokislinska permeaza in privzem glukoze. Glavna tarča etanola je fluidnost 
plazmatske membrane, s čimer vpliva na njeno funkcijo in fiziološko kemijske lastnosti. 
Kvasovke so razvile več sistemov, s katerimi premagujejo stres, ki ga povzroča prisotnost 
etanola. Dokumentiran je primer korelacije med odpornostjo na etanol in stopnjo 
nenasičenosti maščobnih kislin v membrani S. cerevisiae. Geni, ki sodelujejo pri 
znotrajcelični pH homeostazi, so pomembni tudi pri rezistenci na etanol. S. cerevisiae je 
izmed kvasovk rodu Saccharomyces najbolj odporna na visoke koncentracije etanola. Raste 
lahko pri koncentraciji etanola 117 g/L, medtem ko S. kudriavzevii pri koncentraciji 80 g/L 
ne raste več. Celice kvasovk lahko med fermentacijo izboljšajo toleranco na etanol, pri tem 
pa jim pomagajo tudi komponente, ki se med fermentacijo izločajo v gojišče (aminokisline, 
lipidi). Dovzetnost in odpornost proti etanolu se ne razlikujeta med divjimi in 
fermentirajočimi izolati S. cerevisiae. Enako velja za vrsti S. paradoxus in S. uvarum. To 
nakazuje na možnost, da toleranca ni nastala kot prilagoditev na fermentativne pogoje, ki jih 
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je ustvaril človek. Kadar je bila opažena značilna razlika v vsebnosti alkohola, so bili vedno 
hibridi tisti, ki so producirali višjo koncentracijo etanola. Razlog za to je boljša poraba 
fruktoze, hibridi so lahko manj občutljivi na pomanjkanje hranil ali imajo izboljšano 
toleranco na etanol. Drugi fenotipi, kot je odpornost na sulfit, je izključno lastnost, ki so jo 
kvasovke pridobile kot prilagoditev na fermentativne pogoje in ni prisotna v divjih izolatih 
(Arroyo-Lopez in sod., 2010; Gangl in sod., 2008).  
2.4.1 Nehlapne komponente 
Etanol je glavna nehlapna komponenta alkoholnih pijač. Pri jabolčnem vinu etanol zmanjša 
kislost, poveča sladkobo in ublaži ostale komponente arome. Vsebnost etanola v jabolčnem 
vinu je do 7 %. Glicerol je poleg vode in etanola glavna nehlapna komponenta, ki jo 
proizvajajo kvasovke med fermentacijo. Vinu dodaja sladkobo in polnost. Glicerola nastane 
približno za eno desetino nastalega etanola. Sinteza glicerola poteka zaradi osmotskega 
stresa. Organske kisline so prisotne v jabolčnem soku (jabolčna, kininska in šikimska 
kislina) ter v jabolčnem vinu (mlečna, ocetna in jantarna kislina). Njihova koncentracija 
določa pH, vpliva na aromo ter občutljivost vina na mikrobiološki kvar (Picinelli in sod., 
2000; Qin in sod., 2018; Picinelli in sod., 2016; del Campo in sod., 2003; Orlić in sod., 
2009). 
2.4.2 Hlapne komponente 
2.4.2.1 Estri 
Estri imajo pomemben prispevek k aromi jabolčnega vina, saj dajo sladko in sadno aromo. 
Nekaj estrov je že naravno prisotnih v jabolčnem soku, večina pa nastane v procesu 
fermentacije z esterifikacijo med alkoholi in prostimi maščobnimi kislinami. Najpogosteje 
prisotni estri so 3-metilbutil acetat, heksil acetat, etil butirat, etil acetat, etil heksanoat, etil 
laktat in etil oktanoat. Etil acetat nastane iz acetil-CoA in etanola, prispeva sadno aromo ter 
je najbolj značilen ester v jabolčnem vinu. Previsoka koncentracija etil acetata je nezaželena, 
saj prispeva aromo podobno lepilu. Izobutil acetat nastane z reakcijo med izobutanolom in 
ocetno kislino, ter prispeva sadno, cvetlično aromo. Izopentil acetat ima močno aromo, 
podobno banani ali hruški. Etil heksanoat, etil oktanoat in dekanoat imajo sadno in sladko 
aromo. (Peng in sod., 2015; Picinelli Lobo in sod., 2016; Villiere in sod., 2015) 
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2.4.2.2 Hlapni alkoholi 
Izraz višji alkoholi se nanaša na alkohole, ki imajo več kot dva ogljikova atoma ter večjo 
molekulsko težo in temperaturo vrenja kot etanol. Višji alkoholi so kvantitativno največja 
skupina komponent arome pri alkoholnih pijačah in so sekundarni produkti fermentacije. 
Prepoznamo jih po močnem, ostrem vonju in okusu, imajo tudi značilen vpliv na okus in 
karakter vina ter brandija. So pomembni prekurzorji za produkcijo estrov. V velikih 
koncentracijah negativno vplivajo na okus. Izopentil prispeva aromo po vrtnicah in medu, 
nastane v procesu dekarboksilacije in reduktivne deaminaze fenilalanina. 3-metil-1-butanol 
nastane v procesu deaminacije in dekarboksilacije aminokislin, ima pa dimljeno aromo po 
viskiju. Je zelo pomemben alkohol pri kitajskih in francoskih jabolčnih vinih. Koncentracija 
1-butanola v asturijskih jabolčnih vinih ni odvisna od načina izdelave vina, ampak od sorte 
jabolk in njihove zrelosti, med fermentacijo mošta pride do znižanja koncentracije. 
Feniletanol jabolčnemu vinu doda cvetlično aromo, skupaj z amil alkoholom sta prisotna v 
visokih ravneh (Peng in sod., 2015; Picinelli Lobo in sod., 2016; Picinelli in sod., 2000; 
Lambrechts in Pastorius, 2000). 
2.4.2.3 Aldehidi in ketoni 
Aldehidi in ketoni nastanejo z oksidacijo alkoholov ali dekarboksilacijo kislin med procesom 
fermentacije. Glede na kemijsko strukturo lahko prispevajo k aromi podobni jabolkom, 
citrusom ali oreščkom. Acetaldehid nastane v procesu dekarboksilacije piruvata, povezan je 
s sadno aromo ter aromo po oreščkih in suhem sadju. V previsokih koncentracijah je povezan 
z rezko aromo. S. cerevisiae sintetizira več acetaldehida kot druge vinske kvasovke, kot so 
Hanseniaspora uvarum, Pichia kudriavzevii, Starmerella bacillaris, Pichia anomala in 
Metschnikowia pulcherima. Aroma, ki jo prispeva heksanal, je opisana kot aroma maščobe. 
Benzaldehid prispeva aromo po mandlju in zažganem sladkorju. Od ketonov je pomemben 
acetoin, ki prispeva aromo po maslu in smetani (Picinelli Lobo in sod., 2016; Lambrechts in 
Pastorius, 2000). 
2.4.2.4 Maščobne kisline 
Maščobne kisline so prisotne že v jabolku, lahko pa nastanejo tudi med alkoholno 
fermentacijo. Prisotne so kot proste ali vezane maščobne kisline. Hlapne maščobne kisline 
imajo neposreden vpliv na aromo, nenasičene pa posreden. Maščobne kisline vplivajo na 
formacijo pene in njeno stabilnost. Ocetna kislina nastane v procesu oksidacije acetaldehida 
med alkoholno in jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo, prispeva pa aromo po kisu 
(Picinelli Lobo in sod., 2016; Blanco-Gomis in sod., 2001).  
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2.4.2.5 Ostale komponente 
V jabolčnem vinu so prisotni tudi acetali (butirolakton), furani in fenoli (4-etilgvajakol, 4-
etilfenol). Butirolakton je povezan s spodbujanjem nastanka srednje verižnih maščobnih 
kislin, povezanih z bistrenjem mošta. Polifenoli so pomembni pri aromi, prav tako pa so 
koristni pri izogibanju mikrobiološkega kvara. Fenoli prispevajo živalsko, pekočo in 
zadimljeno aromo. Vinil in etil fenoli nastanejo z biotransformacijo hidroksicimetove kisline 
in v višjih koncentracijah prispevajo nezaželeno aromo. Kvasovke rodu 
Bretanomyces/Dekkera so glavni proizvajalec etilfenola (Picinelli Lobo in sod., 2016; Le 
Quere in sod., 2006; Picinelli in sod., 2000). 
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 SHEMA POTEKA EKSPERIMENTALNEGA DELA 
Raziskovalno delo smo razdelili na 4 dele. Najprej smo identificirali seve in določili hibride. 
Nato smo določili genetsko variabilnost in fenotipske lastnosti, da smo le-te lahko med seboj 
primerjali. Na Sliki 2 je predstavljena shema karakterizacije sevov rodu Saccharomyces. 
 
Slika 2: Shema poteka eksperimentalnega dela. 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Laboratorijski material 
V laboratoriju smo med raziskovalnim delom uporabili naslednji laboratorijski material: 
• plastične cepilne zanke, 
• plastične petrijevke, 
• steklenice z zamaškom, 
• merilni valji, 
• kovinske žlice, 
• centrifugirke po Falkonu (15 mL, 50 mL), 
• mikrocentrifugirke (Eppendorf, Gilson), 
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• avtomatske, multikanalne pipete (Eppendorf, Gilson), 
• nastavki za avomatske pipete (Eppendorf, Gilson), 
• glavnički za elektroforezo, 
• nosilec za agarozni gel, 
• stojala za mikrocentrifugirke in centrifugirke po Falkonu, 
• sterilni pesek, 
• kalup za agarozne blokce, 
• gobice, 




• objektna in krovna stekelca, 
• mikrotitrske plošče (Thermo Scientific, Life Science Products), 
• injekcijske brizge, 
• filtri s porami premera 0,2 μm, 
• muhe za magnetno mešalo. 
3.2.2 Laboratorijska oprema  
V laboratoriju smo med raziskovalnim delom uporabili naslednjo laboratorijsko opremo: 
• tehtnica (Exacta, Mono BIOC), 
• avtoklav (Sutjeska), 
• mikrovalovna pečica (Sanyo), 
• laminarij (brezprašna komora) (SMBC 122AV), 
• vodna kopel (Julabo, Kambič), 
• inkubator (Kambič), 
• stresalnik (Infors HT), 
• centrifuga (5415 C Eppendorf, Sigma 2 - 15, Mini Spin plus, Centric 322A), 
• termoblok (Eppendorf), 
• naprava za PCR (Bio-rad – iCycler, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400), 
• generator za elektroforezo (Bio-Rad), 
• kadičke za elektroforezo (Bio-Rad), 
• komora za fotografiranje agaroznega gela (Bio-Rad), 
• računalnik, 
• hladilne in zamrzovalne skrinje, 
• homogenizator, 
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• kartezični manipulator (Siemens), 
• spektrofotometer (Tecan), 
• magnetno mešalo (Ika), 
• naprava za elektroforezo v pulzirajočem polju (Bio-Rad – CHEF-DR®III System), 
• pH meter, 
• svetlobni mikroskop (Leica), 
• vibracijski mešalnik (IKA, Yellowline TTS 2). 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
Vsa gojišča smo avtoklavirali pod enakimi pogoji in sicer 20 minut pri temperaturi 121 °C 
in tlaku 1,2 bar. 
a) Gojišče YPD: 
• gojišče YPD (Sigma): 50 g/L, 
• agar Bios (BioLife): 20 g/L. 
V 1 L destilirane vode smo dodali 50 g gojišča YPD in 20 g agarja.  
b) Gojišče YPD s kloramfenikolom: 
• gojišče YPD: 50 g/L, 
• agar Bios: 20 g/L, 
• kloramfenikol (Fluka): založna koncentracija 1 g/L etanola. 
c) Gojišče YNB-AA: 
• gojišče YNB-AA (Sigma): 67 g/L. 
V 500 mL destilirane vode smo dodali 33,5 g YNB-AA in prefiltrirali skozi 0,2 µm filter.  
V Preglednici 1 so predstavljena vsa gojišča, ki smo jih uporabili pri fenotipizaciji.  
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Preglednica 1: Gojišča uporabljena pri fenotipizaciji. 
Osnovno gojišče Dodatek 
YPD / 
YPD 300 mg/L, 500 mg/L ali 1 g/L K2S2O5 
YPD 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM CuSO4 
YNB-AA 10 mM ocetna kislina 
YNB-AA 10 % etanol 
YNB-AA 20 % glukoza 
YNB-AA 2 % fruktoza 
YNB-AA 2 % maltoza 
YNB-AA 2 % mlečna kislina 
YNB-AA 10 % saharoza 
YPD 500 mg/L 4-etilfenol 
YPD 500 mg/L 4-etilgvajakol 
Pripravili smo 50 mL posameznega gojišča. Po avtoklaviranju in dodatku vseh snovi, smo 
gojišča razlili v plošče velikosti 128 x 86 mm. Pomembno je bilo, da so bile plošče sveže 
razlite, neizsušene in čim bolj ravne,  
3.2.4 Reagenti in pufri 
Izolacija DNA: 
• MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Illumina): raztopina za lizo kvasnih celic, 
RNaza A (5 µg/µL), reagent za precipitacijo proteinov MPC, pufer TE, 
• 100 % izopropanol, 
• 70 % etanol. 
Pomnoževanje regije ITS kvasovk s PCR: 
• Taq 2x Master mix (Bio-Labs), 
• začetni oligonukleotidi ITS1 in ITS4, 
• PCR voda. 
Restrikcija PCR produktov: 
• restrikcijski endonukleazi HaeIII in HhaI z ujemajoči pufri (Thermo Scientific), 
• PCR voda. 
Gelska elektroforeza: 
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• 1x pufer TAE, 
• agaroza (Sigma), 
• barvilo za gel SYBR safe (Thermo Scientific), 
• 6x nanašalni pufer (Thermo Scientific), 
• lestvica »GeneRuler« 100 kbp (Thermo Scientific). 
Čiščenje pomnožkov PCR: 
• GenCatch PCR Purification Kit: pufer PX, pufer WS, elucijski pufer (Epoch Life 
Science), 
• ExoSAP metoda: alkalna fosfataza, SAP defosforilacijski pufer, eksonukleaza 1 
(Thermo Scientific). 
Mikrosateliti: 
• Multiplex PCR master mix (Qiagen), 
• 10x založna raztopina mešanice začetnih oligonukleotidov, 
• voda za PCR. 
Izolacija DNA za kariotipizacijo: 
• 1 M EDTA, pH=7,5, 
• 0,5 M EDTA, pH=9,0, 
• 50 mM EDTA, pH=9,0, 
• 50 mM EDTA, pH=7,5, 
• 1 M Tris baza, pH=8,0, 
• 20 % Na-lauril sarkozin, 
• CPESa: citronska kislina, Na2HPO, sorbitol, destilirana voda, pH=6,0, 
• CPEa: citronska kislina, Na2HPO, destilirana voda, pH=6,0, 
• raztopina 3: 0,5 M EDTA, pH=9,0, 1 M TRIS/HCl, pH=8,0, 20 % Na-lauril-sarkozin, 
sterilna voda, 
• agaroza LMP (agaroza z nizko točko taljenja), 
• litični encimi (Sigma), 
• proteinaza K (Roche). 
Gelska elektroforeza v pulzirajočem polju: 
• gel za zalitje luknjic: agaroza LMP, destilirana voda, 
• nosilni gel: agaroza za elektroforezo v pulzirajočem polju, 5x TBE, destilirana voda, 
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• 5x TBE pufer: TRIS baza, borova kislina, EDTA, destilirana voda, 
• etidijev bromid (Sigma), 
• označevalec dolžin kromosomov S. cerevisiae (Bio-Rad). 
3.2.5 Začetni oligonukleotidi 
Med samim raziskovalnim delom smo uporabili več različnih začetnih oligonukleotidov. V 
Preglednici 2 sta predstavljena nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih 
uporabili za določanje vrste kvasovk rodu Saccharomyces. Oznaka FW predstavlja vodilni 
začetni oligonukleotid, RW pa povratni začetni oligonukleotid. 
Preglednica 2: Začetna oligonukleotida uporabljena za pomnoževanje regije ITS kvasovk. 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
ITS1 FW: TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS4 RW: TCCTCCGCTTATTGATATGC 
V Preglednici 3 so prikazani mikrosateltini lokusi, ki smo jih uporabili pri določanju 
genetske raznolikosti vrste S. uvarum. 
Preglednica 3: Mikrosatelitni lokusi, uporabljeni pri določanju genetske raznolikosti vrste S. uvarum 

































ATT 16 176-284 
RV: CTTTACGTAGGCTCATGGCA 
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V Preglednici 4 so prikazani mikrosateltini lokusi, ki smo jih uporabili pri določanju 
genetske raznolikosti vrste S. cerevisiae. 
Preglednica 4: Mikrosatelitni lokusi, uporabljeni pri določanju genetske raznolikosti vrste S. cerevisiae 










GT 41 110-216 
RV: GCAAGCGACTAGAACAACAATCACA 
C3 FW: CTTTTTATTTACGAGCGGGCCAT CAA 22 93-192 
C8 
FW: CAGGTCGTTCTAACGTTGGTAAAATG 




















TTA 50 159-351 
RV: CAAGCCTCTTCAAGCATGACCTTT 
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V Preglednici 5 so prikazani začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri preverjanju 
hibridnih vrst. 




Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
Saccharomyces 
uvarum 
Sbay F1 FW: GCT GAC TGC TGC TGC TGC CCC CG 
Sbay R1 RW: TGT TAT GAG TAC TTG GTT TGT CG 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Scer F2 FW: GCG CTT TAC ATT CAG ATC CCG AG 
Scer R2 RW: TAA GTT GGT TGT CAG CAA GAT TG 
Saccharomyces 
kudriavzevii 
Skud F2 FW: ATC TAT AAC AAA CCG CCA AGG GAG 
Skud R1 RW: CGT AAC CTA CCT ATA TGA GGG CCT 
Saccharomyces 
paradoxus 
Spar F7 FW: CTT TCT ACC CCT TCT CCA TGT TGG 
Spar R7 RW: CAA TTT CAG GGC GTT GTC CAA CAG 
Saccharomyces 
eubayanus 
Seub F3 FW: GTC CCT GTA CCA ATT TAA TAT TGC GC 
Seub R2 RW: TTT CAC ATC TCT TAG TCT TTT CCA GAC G 
3.3 METODE 
3.3.1 Izolacija DNA kvasovk 
Za izolacijo DNA kvasovk smo uporabili komercialni komplet MasterPure Yeast DNA 
Purification Kit (Illumina). Najprej smo odvzeli 1 mL kulture v tekočem gojišču in 3 minute 
centrifugirali pri 10 000 obratov na minuto. Odlili smo supernatant in dodali 150 µL 
raztopine za lizo kvasnih celic in 0,5 µL Rnaze A s koncentracijo 5 µg/µL. Celice smo 
resuspendirali na vrtinčniku in jih 15 minut inkubirali pri 65 °C. Nato smo jih za 5 minut 
položili na led. Dodali smo 75 µL reagenta za precipitacijo proteinov MPC in mešali z 
vrtinčnikom 10 sekund. Ostanke celic smo odstranili tako, da smo 10 minut centrifugirali pri 
10 000 obratih na minuto. Supernatant smo prenesli v svežo mikrocentifugirko in dodali 250 
µL 100 % izopropanola in premešali z obračanjem. Ponovno smo 10 minut centrifugirali pri 
10 000 obratih na minuto. S pipeto smo odstranili ves supernatant, pelet pa smo sprali z 0,3 
mL 70 % etanola. DNA smo resuspendirali v 17 µL TE pufra. Do uporabe smo shranili na -
20 °C. 
3.3.2 Pomnoževanje ITS regije DNA kvasovk  
Predhodno smo pripravili začetne oligonukleotide: 15 µL začetnega oligonukleotida smo 
dodali 285 µL PCR vode. V posebni mikrocentrifugirki smo zmešali primerno količino Taq 
2x Master mix (za en vzorec 15 µL), posameznega začetnega oligonukleotida (1,5 µL 
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vsakega na vzorec) in PCR vodo (za en vzorec 9 µL). Nato smo PCR mešanico razdelili v 
posamezne mikrocentrifugirke in dodali 3 µL DNA. Za proces pomnoževanja DNA smo 
uporabili naslednji protokol: prvi cikel je trajal 30 sekund pri 95 °C, naslednji cikel se je 
ponovil 30x in sicer najprej pri 95 °C 30 sekund, nato pri 55 °C 30 sekund in nato še pri 68 
°C 1 minuto. Zadnji cikel je trajal 7 minut pri 68 °C. Na koncu se je ohladilo na 4 °C. Izolate 
smo krajši čas hranili na 4 °C, daljši čas pa pri -20 °C. 
3.3.3 Restrikcija regije ITS 
Za en vzorec smo uporabili 1 µL pufra, 0,2 µL encima (HhaI ali HaeIII), 3,8 µL PCR vode 
in 5 µL PCR produkta. Mešanico smo pustili 2 uri pri 37 °C. 
3.3.4 Gelska elektroforeza 
Za preverjanje vzorcev po reakciji PCR smo uporabljali 1 % agarozni gel. V steklenico smo 
zatehtali 1,8 g agaroze in dodali 180 ml 1x pufra TAE. Ti dve sestavini smo zmešali in 
segrevali v mikrovalovni pečici do vretja, oziroma do raztalitve agaroze. V termo kopeli smo 
pustili, da se je staljena agaroza ohladila do 50 °C. Dodali smo barvilo SYBR safe (2 µL/50 
mL) in gel razlili v ustrezni nosilec. Ko se je gel strdil smo ga preložili v kadičko napolnjeno 
z 1x pufrom TAE. Dodali smo seve, ki smo jim pred tem dodali barvilo za DNA (DNA 
loading), ter lestvico DNA. Kadičko smo vklopili in nastavili želene parametre. Po končani 
elektroforezi smo gelsko sliko shranili s programom Quantity One. 
3.3.5 Čiščenje pomnožkov PCR z uporabo komercialnega kompleta  
Odpipetirali smo 20 µL PCR produkta v 1,5 mL mikrocentrifugirko in dodali 0,5 mL pufra 
PX. GenCatch kolono smo dali na zbiralno vialo in v kolono prenesli vso mešanico. 
Centrifugirali smo 30 do 60 sekund pri 5000 obratih na minuto. Odlili smo vse kar je priteklo 
v zbirateljsko vialo. PCR produkt smo sprali s pufrom WS in centrifugirali 60 sekund pri 
5000 obratih na sekundo. Ponovno smo iz zbirateljske kolone odlili tekočino. Ta postopek 
smo ponovili še enkrat. Nato smo 3 minute centrifugirali pri 13 000 obratih na minuto. 
Kolono smo prenesli v novo 1,5 mL mikrocentrifugirko, Dodali smo 20 µL elucijskega pufra 
na sredino membrane. Pustili smo na sobni temperaturi 2 do 4 minute ter centrifugirali 1 do 
2 minuti pri 13 000 obratih na minuto. Očiščene produkte smo hranili pri -20 °C. 
  
29 
Vrhovnik U. Populacijska genomika avtohtonih kvasovk rodu Saccharomyces iz jabolčnega vina.   
     Mag delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
3.3.6 Encimsko čiščenje pomnožkov PCR  
Pripravili smo encimsko mešanico eksonukleaze in alkalne fosfataze tako, da smo 150 µL 
alkalne fosfataze dodali 30 µL SAP defosforilacijskega pufra in 7,5 µL eksonukleaze 1. V 
mikrotitrsko ploščo smo dali po 12 µL PCR pomnožkov in 4,2 µL ExoSAP mešanice. Vse 
skupaj smo inkubirali 45 minut pri 37 °C in nato še 20 minut pri 80 °C. Očiščene produkte 
smo hranili pri -20 °C. 
3.3.7 Sekvenciranje pomnožkov PCR 
Očiščen produkt smo prenesli v mikrotitersko ploščo in sicer 5 µL očiščenega PCR produkta 
in 5 µL začetnega oligonukleotida, ki smo ga uporabili za pomnoževanje DNA. Seve smo 
poslali v komercialni laboratorij za sekvenciranje Macrogen Inc., Nizozemska. 
3.3.8 Preverjanje prisotnosti hibridov s pomnoževanjem vrstno specifičnih regij DNA 
Iz sevov smo izolirali DNA s komercialnim kompletom MasterPure Yeast DNA Purification 
Kit (Epicentre) (poglavje 3.3.1). Izolirano DNA smo na pomnoževanje pripravili enako 
(poglavje 3.3.1), le da smo uporabili drugačne začetne oligonukleotide (Preglednica 5). 
Protokol reakcije PCR je potekal enako kot je opisan v poglavju 3.3.2. Po opravljeni PCR 
reakciji smo vzorce nanesli na agarozni gel, ki smo ga pripravili kot je opisano v poglavju 
3.3.4. Nastavili smo pogoje, pod katerimi je potekala gelska elektroforeza. Agarozni gel smo 
slikali in sliko obdelali s programom Quantity One. Pozitiven rezultat je predstavljal vrstno-
specifičen pomnožek PCR.  
3.3.9 Izolacija DNA za kariotipizacijo 
Pripravili smo 5 mL tekočega gojišča YPD in vanj inokulirali seve. Seve smo gojili 48 ur pri 
28 °C pri 200 obratih na minuto. Po namnožitvi sevov smo 3 mL tekoče kulture odpipetirali 
v centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 4000 obratih na minuto in 4 °C. Odlili smo 
supernatant, dodali 1 mL sterilne vode, homogenizirali na vrtinčniku in ponovno 
centrifugirali 5 minut pri 4000 obratih na minuto. Postopek smo po potrebi ponovili. V 
centrifugirko smo dodali 1 mL 50 mM EDTA, pH=7,5, resuspendirali in centrifugirali. Odlili 
smo supernatant. K biomasi smo dodali 150 µL pripravljene raztopine CPES (1,5 mL 
CPESa, 1,5 mL 1 M EDTA, pH =7,5, zrno dithiotriola) in premešali na vrtinčniku. Pripravili 
smo agarozo v katero smo kasneje vstavili biomaso. To smo storili tako, da smo 8,2 mL 
destilirane vode zmešali s 110 mg LMP agaroze. Vse skupaj smo raztopili v mikrovalovni 
pečici in ohladili na 42 °C. Nato smo dodali 32 mg litičnega encima. K predhodno obdelani 
biomasi smo dodali 330 µL mešanice LMP agaroze z dodanim litičnim encimom in 
inkubirali pri 42 °C. S to mešanico smo napolnili kalupe z blokci in jih inkubirali 20 minut 
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v hladilniku. V mikrocentrifugirke za hranjenje blokcev smo dodali 1,5 mL CPE pufra (20 
mL CPEa, 20 mL 1 M EDTA, pH=7,5). V vsako centrifugirko smo shranili dva blokca z 
enakim sevom. Inkubirali smo 1 uro pri 30 °C brez stresanja. Odstranili smo CPE in blokce 
3x spirali s 1,5 mL 50 mM EDTA, pH=9,0 po 15 minut. Nato smo v mikrocentrifugirke 
dodali 1,5 mL raztopine 3 s proteinazo K (40 mL raztopine 3, 40 mg proteinaze K). Inkubirali 
smo preko noči pri 50 °C ali 2 do 3 ure pri 37 °C. Odlili smo raztopino 3 z encimom in dodali 
1,5 mL 50 mM EDTA, pH=9,0. Inkubirali smo 1 uro na sobni temperaturi. Na koncu smo 
50 mM EDTA odlili in dodali 0,5 M EDTA, pH=9,0. Blokce smo shranili pri 4 °C. 
3.3.10 Pulzna gelska elektroforeza 
V erlenmajerici smo zmešali 4 g agaroze za elektroforezo v pulzirajočem polju, 10 mL 5x 
pufra TBE in 90 mL destilirane vode. Mešanico smo raztopili v mikrovalovni pečici. 
Sestavili smo nosilec za gel in ohlajen gel nalili v nosilec. V aparaturo za pulzno gelsko 
elektroforezo smo nalili 200 mL 5x pufra TBE in 1800 mL destilirane vode. Pufer smo 
ohladili na 14 °C. V ohlajen nosilni gel smo vstavili 1 mm debele rezine blokcev in luknjice 
zaprli z gelom za zalitje luknjic. Gel smo vstavili v aparaturo in jo vklopili pod naslednjimi 
pogoji:  
• razpon velikosti: 240 do 2200 kbp, 
• agaroza: 1,0 %, 
• pufer: 0,5x TBE, 
• temperatura: 14 °C, 
• čas menjave: 60 do 120 sekund, 
• čas poteka: 24 ur, 
• kot: 120°, 
• gradient toka: 6 V/cm. 
Po končani elektroforezi smo gel za 20 minut obarvali v etidijevem bromidu in ga nato sprali 
v destilirani vodi. Gel smo slikali in obdelali s programom Quantity One. 
3.3.11 Analiza mikrosatelitnih lokusov 
Najprej smo redčili posamezne začetne oligonukleotide, ki smo jih uporabili v PCR reakciji. 
Nato smo v rjavi mikrocentrifugirki zmešali po 2 µL posameznega začetnega 
oligonukleotida (Preglednici 3 in 4) in dodali 72 µL PCR vode. Pripravili smo delovno 
mešanico začetnih oligonukleotidov. Za en vzorec smo dodali 7,2 µL »Qiagen multiplex 
PCR master mix«, 1,5 µL 10x koncentrirane mešanice začetnih oligonukleotidov, 1 µL DNA 
in 5 µL PCR vode. V napravi za PCR smo uporabili naslednji protokol: prvi cikel je potekal 
15 minut pri 95 °C, drugi cikel se je ponovil 35x in sicer najprej 30 sekund pri 94 °C, 90 
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sekund pri 54 °C in 1 minuto pri 72 °C. Zadnji cikel je potekal 30 minut pri 60 °C. Po 
opravljeni reakciji PCR smo produkte PCR očistili z metodo ExoSAP in očiščene produkte 
poslali na ločbo s kapilarno elektroforezo v komercialni laboratorij Macrogen Inc., 
Nizozemska. Rezultate smo obdelali v računalniškem programu BioNumerics 7.6, s katerim 
smo avtomatsko odčitali dolžino pomnožkov glede na dodano standardno lestvico dolžin 
(50-500 bp) fluorescentno označenega produkta PCR. Nato je program izračunal število 
ponovitev posameznega mikrosatelitskega zaporedja po enačbi (1). Na Sliki 3 je ilustrativen 
prikaz števila ponovitev mikrosatelitnih zaporedij glede na skupno dolžino pomnožka PCR. 
Š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑜𝑛𝑜𝑣𝑖𝑡𝑒𝑣 =
𝐷𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑃𝐶𝑅 𝑝𝑜𝑚𝑛𝑜ž𝑘𝑎 (𝑏𝑝)−𝐷𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑧𝑎𝑘𝑙𝑗𝑢č𝑘𝑜𝑣 (𝑏𝑝)
𝐷𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑛𝑜𝑣𝑖𝑡𝑣𝑒 (𝑏𝑝)
                            …(1) 
 
Slika 3: Prikaz PCR pomnožka, s pomočjo katerega smo izračunali število ponovitev mikrosatelitnih lokusov 
(Applied Maths, 2019). 
Program je za vsak sev avtomatsko določil število ponovitev mikrosatelitnih zaporedij v 
posameznih lokusih, iz katerega je izpisal matriko, ki je bila osnova za izračun podobnosti 
med sevi s koeficientom Bray-Curtis. Sorodnost med sevi smo prikazali z metodo 
razporeditve UPGMA. 
3.3.12 Fenotipizacija 
V mililitrsko mikrotitersko ploščico (angl. Deep-well) smo dali tekoče gojišče YPD in vanj 
inokulirali seve za fenotipizacijo (referenčni in testni sevi). Inkubirali smo 48 ur pri 28 °C. 
Iz te ploščice smo prenesli 50 µL biomase v 4 različnih zaporedjih na ploščico s 384 
luknjicami. Primer razporeditve sevov na ploščico s 384 luknjicami je prikazan na Sliki 4. 
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Slika 4: Shema razporeditve sevov za fenotipizacijo, kjer so na sredini testni in referenčni sevi, W pa 
predstavlja vinski sev AWRI 1631. 
Predhodno smo po 50 mL posameznega gojišča za fenotipizacijo razlili v plošče primerne 
velikosti. S posebnim »glavnikom«, ki ima 384 iglic, smo prenesli seve na plošče s trdnim 
bogatim gojiščem (YPD); to ploščo smo poimenovali glavna matrica. Glavno matrico smo 
inkubirali 2 dneva pri 28 °C. Z uporabo kartezičnega manipulatorja smo iz glavne matrice 
prenesli kolonije na plošče s trdnim bogatim gojiščem (YPD). Te plošče smo poimenovali 
matrice, inkubirali smo jih 2 dneva na 28 °C. Po inkubaciji smo ponovno uporabili kartezični 
manipulator, s katerim smo prenesli kolonije iz matrice na testne in kontrolne plošče. 
Kontrolne plošče so bile trdno bogato gojišče (YPD). Odtis je potekal tako, da smo vzeli 
kolonije z matrice, odtisnili na štiri testne plošče in na koncu na kontrolno ploščo. Plošče 
smo inkubirali pri 30 °C. Pri različnih temperaturah smo inkubirali tri plošče s trdnim 
gojiščem YPD in sicer pri 4 °C, 18 °C in 37 °C. Plošče smo skenirali po 48 urah, 72 urah, 
ter 7 dneh in z uporabo programa HT Colony Grid Analyzer določili razmerje med velikostjo 
kolonij na testni in kontrolni plošči. Najprej smo izračunali relativni volumen kolonij. Na 
vsaki plošči smo imeli 76 kolonij vinskega seva AWRI 1631 (oznaka W). Mediano volumna 
kolonij vinskega seva smo izračunali za vsako ploščo posebej. Relativni volumen kolonij 
izolatov smo izračunali tako, da smo intenziteto kolonij delili z mediano volumna kolonij 
vinskega seva. Pri tem smo uporabili izračun (2), kjer je VrCx relativni volumen kolonije X, 
CIx je intenziteta kolonije X in je približno enak volumnu kolonije, CIWT1-WT76 pa je 
povprečna vrednost intenzitete 76 kolonij vinskega seva na vsaki plošči. Pri relativnem 
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izračunu sposobnosti rasti na testnem gojišču smo relativni volumen kolonije na testni plošči 
delili z relativnim volumnom kolonije na kontrolni plošči. Pri tem smo uporabili izračun (3), 
kjer je R relativna sposobnost rasti, VrCx(test) je relativni volumen kolonije X na testni 
plošči in VrCx(ctrl) relativni volumen kolonije X na kontrolni plošči. Za prikaz hitrosti rasti 
vrst in hibridov na različnih gojiščih smo uporabili škatlasti grafikon ali grafikon kvantilov, 
ki smo ga pripravili v programu Excel. Z grafikonom kvantilov smo pokazali porazdelitev 
podatkov v kvartile, pri čemer smo označili povprečje in osamelce. Grafikon kvartilov 
dobimo tako, da izračunamo vse štiri kvartile. Prvi kvartil predstavlja vrednost, od katere je 
nižjih 25 % podatkov. Drugi kvartil ali mediana predstavlja srednjo vrednost, ki podatke 
razdeli na dva enaka dela. Tretji kvartil predstavlja vrednost, od katere je nižjih 75 % 
podatkov, četrti kvartil pa predstavlja največjo vrednost. Razpon med prvim in tretjim 
kvartilom predstavlja 50 % vseh vrednosti. Imenujemo ga kvartilni razmik. Na ta način smo 
prikazali razpršenost podatkov (Matiazzi in sod., 2010).  
𝑉𝑟𝐶𝑥 =  
𝐶𝐼𝑥
𝑀𝐸𝐷𝐼𝐴𝑁(𝐶𝐼𝑊𝑇1−𝑊𝑇76)
                                                                                      … (2) 
𝑅 =  
𝑉𝑟𝐶𝑥(𝑡𝑒𝑠𝑡)
𝑉𝑟𝐶𝑥(𝑐𝑡𝑟𝑙)
                                                                                                               … (3) 
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4 REZULTATI  
4.1 IDENTIFIKACIJA SEVOV KVASOVK RODU Saccharomyces 
Seve, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu, je iz jabolčnega vina, pridelanega na srednje 
in višje ležečih kmetijah na Koroškem, izolirala Mandl (2017). Z metodo sekvenciranja 
regije ITS smo potrjevali identiteto sevov, ki spadajo v rod Saccharomyces. Ker smo 
pričakovali prisotnost hibridov, smo uporabili metodo, ki sta jo objavila Pengelly in Wheals 
(2013). V reakcijah PCR smo uporabili vrstno-specifične začetne oligonukleotidne. Če smo 
za določen sev ugotovili pozitivno reakcijo pri uporabi dveh vrstno-specifičnih 
oligonukleotidnih začetkov, smo dokazali, da je sev hibrid dveh različnih vrst.  
V Preglednici 6 so prikazani rezultati preverjanja hibridov. V levem stolpcu so oznake sevov, 
v zgornji vrstici pa so prikazani vrstno-specifični začetni oligonukleotidi za rod 
Saccharomyces. Za vsak sev smo uporabili začetne oligonukleotide, prikazane v Preglednici 
5. Reakcije, pri katerih je prišlo do pomnožitve DNA z določenim oligonukleotidnim 
začetkom, so označene z znakom +. Znak – označuje reakcije, kjer do pomnožitve ni prišlo. 
S to metodo smo identificirali pet hibridnih sevov: en hibrid med vrstama S. eubayanus in 
S. cerevisiae, en hibrid med vrstama S. eubayanus in S. uvarum, dva hibrida med vrstama S. 
cerevisiae in S. kudriavzevii in en trojni hibrid med vrstami S. eubayanus, S. cerevisiae in S. 
uvarum. 




Seub Scer Sbay Skud Spar Vrsta/Hibrid 
1/E5 - - + - - S. uvarum 
1/F3 - + - - - S. cerevisiae 
5/C8 - - + - - S. uvarum 
5/G4 - - + - - S. uvarum 
5/H11 - - + - - S. uvarum 
5/H8 - + - + - S. cerevisiae x S. kudriavzevii 
6/A12 - - + - - S. uvarum 
6/A4 - + - - - S. cerevisiae 
6/A5 - - + - - S. uvarum 
6/A9 - + - + - S. cerevisiae x S. kudriavzevii 
6/B10 - + - - - S. cerevisiae 
6/B7 - + - - - S. cerevisiae 
Se nadaljuje …  
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Seub Scer Sbay Skud Spar Vrsta/Hibrid 
6/B8 - - + - - S. uvarum 
6/C12 + + + - - 
S. eubayanus x S. cerevisiae x S. 
uvarum 
6/C3 - - + - - S. uvarum 
6/C9 - + - - - S. cerevisiae 
6/D10 - - - - + S. paradoxus 
6/D11 - - + - - S. uvarum 
6/D12 - - + - - S. uvarum 
6/D8 + - + - - S. eubayanus x S. uvarum 
6/E12 - + - - - S. cerevisiae 
6/E5 - - + - - S. uvarum 
6/E9 - - + - - S. uvarum 
6/G2 + + - - - S. eubayanus x S. cerevisiae 
6/G5 - + - - - S. cerevisiae 
6/H1 - + - - - S. cerevisiae 
CBS 1171 - - + - - S. uvarum 
CBS 380 - - + - - 
S. eubayanus x S. cerevisiae x S. 
uvarum 
CBS 395 - + - - - S. uvarum 
EC 1118 - + - - - S. cerevisiae 
NCAIM - - + - - S. uvarum 
W - + - - - S. cerevisiae AWRI 1631 
Mandl (2017) je seve izolirala iz šestih kmetij: Jež, Osojnik, Šibovnik, Brajel, Kajžar in 
Marin-Miler. Preverjali smo identiteto 26 sevov, ki so bili predhodno uvrščeni v rod 
Saccharomyces. Rezultati, predstavljeni na Sliki 5, nam pokažejo, da je bilo največ sevov iz 
kmetije Jež (enajst sevov), nato iz kmetije Osojnik (devet sevov), iz kmetij Brajel in 
Šibovnik sta dva seva, iz kmetij Kajžar in Marin-Miler pa po en sev. Največ sevov je vrste 
S. uvarum (13 sevov), nato S. cerevisiae (osem sevov), en sev je pripadal vrsti S. paradoxus. 
Identificirali smo tri različne dvojne hibride: dva sta pripadala vrstama S. cerevisiae in S. 
kudriavzevii, en je pripadal vrstama S. eubayanus in S. uvarum, en pa vrstama S. eubayanus 
in S. cerevisiae. Med vzorci je bil tudi trojni hibrid in sicer med vrstami S. eubayanus, S. 
cerevisiae in S. uvarum. Na kmetiji Jež je bilo šest sevov vrste S. uvarum, dva hibrida med 
S. cerevisiae in S. kudriavzevii ter trije sevi S. cerevisiae. Na kmetiji Osojnik so bili štirje 
sevi S. uvarum, dva seva S. cerevisiae, hibrid med vrstama S. eubayanus in S. uvarum, hibrid 
med vrstami S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum ter en sev S. paradoxus. Na kmetijah 
Šibovnik in Brajel je bil po en sev S. cerevisiae in en sev S. uvarum. Na kmetiji Kajžar je bil 
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en sev S. uvarum, na kmetiji Marin-Miler pa dvojni hibrid med vrstama S. eubayanus in S. 
cerevisiae. 
 
Slika 5: Dendrogram sorodnosti sevov rodu Saccharomyces, izoliranih iz vzorcev jabolčnega vina iz 
oddaljenih kmetij Koroške, določen na podlagi nukleotidnega zaporedja regije ITS. Izolati so poimenovani 
glede na rezultate PCR reakcij z uporabo vrstno-specifičnih začetnih oligonukleotidov. 
Legenda: S. cer - S. cerevisiae, S. eub x S. cer x S. uvar – hibrid med vrstami S. eubayanus, S. cerevisiae in 
S. uvarum, S. cer x S. kud – hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii, S. par – S. paradoxus, S. 
uvar – S. uvarum, S. eub x S. uvar – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. uvarum, S. eub x S. cer – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae. 
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4.2 DOLŽINSKI POLIMORFIZEM KROMOSOMOV VRST Saccharomyces IN 
NJIHOVIH HIBRIDOV 
Kariotipizacija je metoda, s katero smo preverjali število in velikost kromosomov 
posameznih sevov in na podlagi dolžinskega polimorfizma kromosomov določali genetsko 
raznolikost sevov. Pri raziskovalnem delu smo uporabili metodo ločevanja kromosomov z 
elektroforezo v pulzirajočem polju (PFGE). Predhodno smo izolirali kromosomsko DNA z 
lizo celic, ki so vpete v agarozni blok. S tem smo se izognili mehanskim silam med običajno 
izolacijo DNA. S pomočjo pulzirajočega električnega toka so posamezni kromosomi 
potovali po agaroznem gelu. Kot rezultat smo dobili lise na sliki agaroznega gela, kjer 
posamezna lisa predstavlja kromosom (Sharma-Kuinkel in sod., 2016). Na Sliki 6 so 
predstavljeni elektroforetski kariotipi sevov rodu Saccharomyces, v primerjavi s kariotipom 
seva S. cerevisiae YNN295, ki smo ga uporabili kot standard. 
 
Slika 6: Elektroforetski kariotipi 26 sevov rodu Saccharomyces vrst izoliranih iz jabolčnega vina. 
Z metodo kariotipizacije smo kariotip določili vsem 26 sevom. Kot standard smo imeli 
kariotip haploidnega seva S. cerevisiae YNN295.  
V Preglednici 7 so prikazane velikosti kromosomov za seve, ki smo jih identificirali kot 
vrsto S. uvarum. Pri sevih 6/C3, 6/A5, 6/D12, 6/E9, 5/C8 in 6/D11 izstopa kromosom, dolg 
okoli 1300 kbp. Največ kromosomov je imel sev 6/D11 (15 kromosomov), pri sevu 1/E5 pa 
smo s PFGE ločili samo dva kromosoma.  
38 
Vrhovnik U. Populacijska genomika avtohtonih kvasovk rodu Saccharomyces iz jabolčnega vina.   
     Mag delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 










1 1318 2213 1576 853 1300 2173 2334 2373 2157 1282 2167 2135 2230 
2 1103 1307 1123 692 1093 1495 1551 1340 1570 1101 1497 1463 2174 
3 1079 1088 1037   1066 1124 1171 1143 1139 1055 1125 1330 1734 
4 1052 1064 866   1036 1041 1068 1111 1046 913 1085 1138 1571 
5 909 1025 812   879 883 947 1087 873 756 1027 1081 1145 
6 857 875 766   833 796 919 1068 781 526 898 964 1047 
7 760 832 695   754 767 799 999 714 386 853 830 878 
8 722 756 518   693 706 736 900 502   787 769 780 
9 685 675 365     524 535 771 366   759 744 718 
10 617 583 287     371 383 719 300   686 635 510 
11 376 366 244       266 605 274   512 564 359 
12 286 263           508     351 483 298 
13               361       392   
14               267       302   
15                       236   
 
Dolžine kromosomov laboratorijskega seva S. cerevisiae YNN295 (Bio-Rad) smo uporabili 
kot standardne vrednosti. Sev S. cerevisiae YNN295 ima na Sliki 6 vidnih 15 kromosomov. 
V Preglednici 8 so prikazane dolžine kromosomov sevov S. cerevisiae s Koroške. Seva 6/H1 
in 6/B10 sta imela vsak po en kromosom dolg okoli 1300 kbp. Sev 6/H1 je imel kromosom 
XII dolg 2428 kbp, kar je 200 kbp več kot pri sevu S. cerevisiae YNN295. Najdaljši 
kromosom presega dolžino kromosoma XII seva S. cerevisiae YNN295 pri sevih 6/A4, 6/C9 
in W. Najmanj kromosomov smo na agaroznem gelu s PFGE ločili pri sevu 6/B10 (štirje 
kromosomi), največ pa pri sevih 6/B7 in W (13 kromosomov).  








1 2208 2428 2316 2072 2295 2217 2399 2318 
2 1572 1322 1491 1311 1582 1556 1550 2261 
3 1178 1119 1178 1132 1180 1144 1176 1576 
4 1073 1086 1065 467 1154 1046 1067 1169 
5 935 1063 926   1119 873 908 1068 
6 794 1047 730   1074 776 777 928 
7 723 937 694   930 713 734 918 
8 527 851     843 497 705 796 
9 377 765     794 359 366 727 
10 305 715     731 286   534 
11 175 697     557 242   382 
12         388     315 
13         363     274 
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Pri sevu S. paradoxus 6/D10 smo s PFGE ločili 15 kromosomov, kar je prikazano v 
Preglednici 9. Najdaljši kromosom je imel 2035 kbp. Dolžine kromosomov so primerljive z 
dolžino kromosomov laboratorijskega seva S. cerevisiae YNN295 (Bio-Rad).  























V Preglednici 10 smo prikazali dolžine kromosomov hibridnih sevov rodu Saccharomyces. 
Sev 6/G2 je hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae. S PFGE smo določili 12 kromosomov. Sev 
6/D8 je hibrid S. eubayanus x S. uvarum. Z metodo PFGE smo mu določili enajst 
kromosomov. Seva 5/H8 in 6/A9 sta hibrida S. cerevisaie x S. kudriavzevii, pri njima smo s 
PFGE ločili sedem in osem kromosomov. Sev 5/H8 je imel daljše kromosome (najdaljši je 
imel 2424 kbp) kot sev 6/A9. Pri sevu 6/C12, ki je hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. 
uvarum, smo s PFGE ločili 13 kromosomov.  
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1 1289 1332 2424 1546 1352 
2 1084 1127 1313 1124 1104 
3 1060 1098 1095 1028 1074 
4 1022 1058 1037 850 1051 
5 866 927 888 766 903 
6 827 878 766 686 850 
7 744 763 635 462 760 
8 689 726  341 717 
9 625 692   688 
10 577 486   608 
11 367 363   521 
12 262    396 
13     292 
4.3 GENETSKA RAZNOLIKOST SEVOV VRSTE Saccharomyces uvarum IN NJENIH 
HIBRIDOV 
Na Sliki 7 so predstavljeni rezultati analize mikrosatelitskih lokusov za seve, ki smo jih na 
začetku identificirali kot vrsto S. uvarum. Čeprav so na Sliki 7 predstavljeni rezultati analize 
mikrosatelitnih lokusov za vrsto S. uvarum, so ponovitve alelov pri istih lokusih prisotne 
tudi pri drugih vrstah. Verjetno gre v tem primeru za mozaične seve S. uvarum. Pri vseh 
sevih so se pomnožili aleli lokusa SuHTZ1PLB3. Pri najmanj sevih (šest) so se pomnožili 
aleli lokusa SuYBR049C. V celoti sta bila genotipizirana dva seva, to sta seva S. eubayanus 
x S. cerevisiae x S. uvarum 6/C12 in S. uvarum 5/C8. Najmanj različnih mikrosatelitnih 
lokusov (trije) se je pomnožilo pri sevu S. uvarum 5/G4. Najbolj raznolika sta bila lokusa 
SuYIL130W s 16 aleli in SuYKR045C z desetimi aleli. Masneuf-Pomarede in sod. (2016) so 
v svojem delu določili štiri najbolj variabilne lokuse: lokusa SuYIL130W in SuYKR045C kot 
v našem primeru ter dodatno še SuHTZ1PLB3 in SuYHR102W. Heterozigotni sevi so S. 
paradoxus 6/D10, S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum 6/C12 in S. uvarum 5/C8. 
Heterozigotnost sevov smo dokazali z lokusom SuYHR102W. Seva S. paradoxus 6/D10 in 
S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum 6/C12 sta bila prisotna na kmetiji Osojnik, S. 
uvarum 5/C8 pa na kmetiji Kajžar.  
Z dendrogramom genetske podobnosti in določitvijo odstotka sorodnosti sevov s 
koeficientom podobnosti po Bay-Curtisu smo dobili dve skupini. V eni skupini so bili sevi 
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iz kmetij Šibovnik, Jež in Osojnik. To so sevi S. uvarum 1/E5, S. uvarum 6/B8, S. cerevisiae 
6/B7, S. uvarum 6/C3, S. uvarum 5/H11, S. cerevisiae CBS395, S. eubayanus x S. uvarum 
6/D8 in S. paradoxus 6/D10. V drugi skupini so bili sevi iz kmetij Osojnik, Kajžar, Brajel in 
Jež. To so sevi S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum 6/C12, S. uvarum 5/C8, S. uvarum 
6/D12, S. uvarum 6/E9, S. cerevisiae 6/H1, S. uvarum 6/A12, S. cerevisiae 6/E12, S. uvarum 
6/D11, S. uvarum 5/G4, S. uvarum 6/A5 in S. uvarum 6/E5. 
 
Slika 7: Dendrogram genetske podobnosti sevov vrste S. uvarum narejen na podlagi števila ponovitev 
mikrosatelitnih lokusov SuARS405, SuYBR049C, SuYKR045C, SuYHR042-043, SuHTZPLB3, SuYHR102W 
in SuYIL130W. 
Legenda: S. uvar – S. uvarum, S. eub x S. cer x S. uvar- S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum, S. eub x S. 
buvar – S. eubayanus x S. uvarum, S. cer – S. cerevisiae, S. par – S. paradoxus, S. eub x S. cer – S. 
eubayanus x S. cerevisiae, odstotek sorodnosti - odstotek sorodnosti med sevi določen s koeficientom 
podobnosti po Bay-Curtisu. 
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4.4 GENETSKA RAZNOLIKOST SEVOV VRSTE Saccharomyces cerevisiae IN NJENIH 
HIBRIDOV 
Na Sliki 8 so predstavljeni rezultati analize mikrosatelitnih lokusov za 13 sevov vrste S. 
cerevisiae. V dveh reakcijah PCR smo pomnožili enajst mikrosatelitnih lokusov. Pri vseh 
sevih so se pomnožili aleli dveh lokusov: YKL172W in YPL009C. Le pri sedmih sevih smo 
pomnožili mikrosatelitni lokus C5 in le pri šestih C3. Pri sevu 6/D10 so se pomnožili aleli 
pri petih lokusih. Ta sev smo identificirali kot vrsto S. paradoxus, zato je tak rezultat 
pričakovan. Raznolikost alelov, uporabljenih pri genotipizaciji S. cerevisiae, je večja, kot pri 
alelih, ki smo jih uporabili pri S. uvarum. Število alelov posameznega lokusa variira od dva 
(YKL172W) do 41 (C6). Najmanj različnih alelov so imeli sevi v lokusih SCAAT5, 
YKL172W, SCYOR267C, C11, C4 in C3, največ pa v C6 in ScAAT1. Visoko polimorfni 
lokusi so ScAAT1, ScYOR267C, YPL009C, C11, C5, C6, C4 in C8. Z omenjenimi lokusi 
lahko ločimo med sevi, z manj polimorfnimi sevi pa ločimo med vrstami. Heterozigotni 
lokusi so bili YKL172W, ScAAT1, ScAAT5, C6, YPL009C, C5 in C8, pri sevih 6/G5, 6/B10, 
1/F3, 6/B7, 6/C12: vse seve smo z vrstno specifičnimi začetnimi ologonukleotidi 
identificirali kot vrsto S. cerevisiae, samo sev 6/C12 smo identificirali kot hibrid S. 
eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum.   
Seve smo razporedili z dendrogramom genetske podobnosti, odstotek sorodnosti sevov pa 
smo določili s koeficientom podobnosti po Bay-Curtisu. Tako smo dobili dve večji skupini. 
V prvi skupini so bili vzorci iz kmetij Brajel, Jež, Šibovnik in Osojnik. To so sevi 6/G5, 
6/B10, 1/F3, 6/B7 in 6/C12. V drugi skupini so bili vzorci iz kmetij Osojnik, Marin-Miler, 
Jež in Kajžar. To so sevi 6/C9, 6/G2, 6/A4, 6/D10, 6/A9, 5/H8 in 5/C8.  
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Slika 8: Dendrogram genetske podobnosti sevov vrste S. cerevisiae narejen na podlagi števila ponovitev 
mikrosatelitnih zaporedij v lokusih YKL172W, ScAAT1, C4, SCAAT5, C6, YPL009C, C5, C3, C8, C11 in 
SCYOR267C. 
Legenda: S. uvar – S. uvarum, S. eub x S. cer x S. uvar- S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum, S. eub x S. 
uvar – S. eubayanus x S. uvarum, S. cer – S. cerevisiae, S. par – S. paradoxus, S. eub x S. cer – S. eubayanus 
x S. cerevisiae, S. cer x S. kud – S. cerveisiae x S. kudriavzevii, W – tipski sev AWRI 1631, odstotek 
sorodnosti - odstotek sorodnosti med sevi določen s koeficientom podobnosti po Bay-Curtisu. 
4.5 FENOTIPSKE LASTNOSTI VRST IN HIBRIDOV 
Pri določanju fenotipskih lastnosti vrst in hibridov smo določili hitrost rasti posameznih 
sevov ob prisotnosti različnih inhibitorjev rasti, virov hranil ali pri različnih temperaturah. 
Osredotočili smo se na hitrost rasti kvasovk pri različnih temperaturah (4 °C, 18 °C in 37 
°C), ob prisotnosti etanola (koncentracija 10 %), ob prisotnosti ocetne kisline (koncentracija 
10 mM), različnih koncentracijah bakrovega sulfata (7,5 mM in 5 mM) in kalijevega 
metabisulfita (0,1 %, 0,03 % in 0,05 %), različnih sladkorjev (20 %-na glukoza, 2 %-na 
fruktoza, 2 %-na maltoza in 10 %-na saharoza) ter ob prisotnosti 500 mg/L etilgvajakola in 
500 mg/L etilfenola. Fenotipske lastnosti smo določili 26 sevom.  
Pri tej metodi smo uporabili kartezični manipulator, s katerim smo precepljali kolonije z 
matrice na testne plošče. Rast kolonij smo preverili čez 48 ur, 72 ur in 7 dni. Hitrost rasti 
preiskovanih sevov smo izrazili relativno glede na hitrost rasti referenčnega vinskega seva 
AWRI 1631. 
Za prikaz hitrosti rasti vrst in hibridov na različnih gojiščih smo uporabili škatlasti grafikon 
ali grafikon kvantilov. Preverjali smo sposobnost rasti posameznih vrst, od katerih je imela 
vrsta S. uvarum 14 sevov, S. cerevisae deset sevov, S. kudriavzevii en sev, S. paradoxus en 
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sev, hibrid S. cerevisiae x S.kudriavzevii dva seva, hibrid S. eubayanus x S. uvarum en sev, 
hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae en sev in hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum 
en sev.  
Na Sliki 9 so prikazane relativne hitrosti rasti vrst in hibridov po 72 urah pri različni 
temperaturi. Pri 4 °C so bile sposobne rasti kvasovke vrst S. uvarum, S. cerevisiae, S. 
paradoxus ter hibridi S. cerevisiae x S. kudriavzevii in S. eubayanus x S. cerevisiae x S. 
uvarum. Vrsta S. kudriavzevii in hibrida S. eubayanus x S. uvarum ter S. eubayanus x S. 
cerevisiae niso bili sposobni rasti pri tej temperaturi. Pri vrsti S. uvarum ni bilo razlike v 
prilagojenosti na rast pri nizki temperaturi, razlika je bila le v razpršenosti podatkov 
ponovitev istega seva. Hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum je pri tej temperaturi 
rastel počasi. Pri 18 °C so bile sposobne rasti vse vrste. Na to temperaturo so najbolje 
prilagojene kvasovke vrste S. kudriavzevii, nato sledijo S. paradoxus, S. uvarum in hibrid S. 
cerevisiae x S. kudriavzevii. S. cerevisiae ter hibrida S. eubayanus x S. uvarum in S. 
eubayanus x S. cerevisiae so takoj za ostalimi. Najslabše je na to temperaturo prilagojen 
hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum. Pri temperaturi 37 °C so imele najboljšo 
sposobnost rasti kvasovke S. cerevisiae ter vsi hibridi. S. uvarum je pri tej temperaturi rastla 
počasi, S. kudriavzveii in S. paradoxus pa nista bila sposobna rasti pri 37 °C. 
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Slika 9: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YPD inkubiranih pri 4 °C (levo), 18 °C (desno), 
37 °C (spodaj). 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Vse vrste so bile sposobne rasti v prisotnosti K2S2O5 koncentracije 300 mg/L, 500m mg/L, 
oziroma 1 g/L, kar je prikazano na Sliki 10. Pri koncentraciji 300 mg/L sta najpočasneje 
rastla hibrida S. eubayanus x S. uvarum in S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum. 
Najmanjša razpršenost podatkov je bila pri hibridu med S. cerevisiae x S. kudriavzevii. Pri 
koncentraciji 500 mg/L K2S2O5 so bile sposobne rasti vse vrste in vsi hibridi. Najmanjša 
razpršenost podatkov je bila pri hibridih S. cerevisiae x S. kudriavzevii in S. eubayanus x S. 
kudriavzevii. Pri koncentraciji 1 g/L K2S2O5 sta najhitreje rastla hibrida S. cerevisiae x S. 
kudriavzevii, najpočasneje pa hibrid S. eubayanus x S. uvarum. Počasi je rastel tudi hibrid S. 
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Slika 10: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YPD z dodanim 300 mg/L K2S2O5 (levo), 500 
mg/L K2S2O5  (desno), 1 g/L K2S2O5 (spodaj). 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Vse vrste so bile odporne proti visokim koncentracijam CuSO4. To je prikazano na Sliki 11. 
Na gojišču s 5 mM CuSO4 ni bilo velikega odstopanja pri hitrosti rasti. Pri koncentraciji 7,5 
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Slika 11: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YPD z dodanim 5 mM CuSO4 (levo), 7,5 mM 
CuSO4 (desno). 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Na rast pri visokih koncentracijah ocetne kisline so prilagojene vse vrste, kar je prikazano 
na Sliki 12. Na gojišču z 10 mM ocetno kislino so najhitreje rastle kvasovke vrste S. 
cerevisiae. Najpočasneje pa je rastla vrsta S. kudriavzevii in hibrid S. eubayanus x S. uvarum. 
 
Slika 12: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YNB z dodano 10 mM ocetno kislino. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en ev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Na gojišču z 10 % etanolom niso bile sposobne rasti vrste S. kudriavzevii, S. paradoxus in 
hibrid S. cerevisiae x S. kudriavzevii (Slika 13). Najhitreje je rastla vrsta S. cerevisiae in 
hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae, sledil jima je hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. 
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Slika 13: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YNB z dodanim 10 % etanolom. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Preverjali smo sposobnost asimilacije saharoze in maltoze posameznih vrst ter odpornost 
proti povišani koncentraciji glukoze in fruktoze. Rezultati so prikazani na Sliki 14. Glukoza 
in fruktoza sta enostavna sladkorja, gradnika večine ostalih sladkorjev, ki sta poleg saharoze 
prisotna v jabolčnem soku. Maltoza pa je sladkor, ki je prisoten v pivini. Pri povišanih 
koncentracijah glukoze so bile sposobne rasti vse vrste. Najhitreje sta rastli vrsta S. 
cerevisiae in hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae, najpočasneje pa je rastla vrsta S. 
kudriavzevii. Ob povišani koncentraciji fruktoze in prisotnosti saharoze ter maltoze so bile 
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Slika 14: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YNB z dodanimi 20 % raztopino glukoze (levo 
zgoraj), 2 %  raztopino fruktoze (desno zgoraj), 2 % raztopino maltoze (levo spodaj), 10 % raztopino 
saharoze (desno spodaj). 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Pri visokih koncentracijah 4-etilfenola so bile sposobne rasti vrste S. uvarum in S. cerevisiae 
ter hibridi S. eubayanus x S. uvarum, S. eubayanus x S. cerevisiae in S. eubayanus x S. 
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Slika 15: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YPD z dodanim 4-etilfenolom. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Pri visokih koncentracijah 4-etilgvajakola so bile sposobne rasti vse vrste, razen S. 
kudriavzevii (Slika 16). 
 
Slika 16: Relativna stopnja rasti posameznih vrst na gojiščih YPD z dodanim 4-etilgvajakolom. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
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4.6 PRIMERJAVA REZULTATOV GENOTIPIZACIJE IN FENOTIPIZACIJE 
Na Sliki 17 je prikaz relativne hitrosti rasti testnih sevov po 78 urah na posameznih gojiščih. 
Številke predstavljajo relativno hitrost rasti sevov na testnem gojišču v primerjavi s hitrostjo 
rasti sevov na kontrolnem gojišču. Relativna hitrost 1 predstavlja enako rast na kontrolnem 
kot testnem gojišču. Nižja hitrost predstavlja počasnejšo rast na testnem gojišču, višja hitrost 
pa boljšo rast na testnem gojišču kot na kontrolnem gojišču. Sev je odporen proti inhibitorni 
snovi oziroma toleranten na povišane koncentracije testirane snovi, ko je njegova rast enaka 
oziroma boljša od rasti na kontrolnem gojišču. 
Dva seva vrste S. uvarum sta bila odporna proti povišanim koncentracijam glukoze (5/H11, 
6/D11), en sev je bil odporen proti visokim koncentracijam etanola (CBS 395) dva proti 
visokim koncentracijam ocetne kisline (5/H11, CBS 395) in trije proti visokim 
koncetracijam etilgvajakola (5/H11, 6/D12, 6/D11). Proti visokim koncentracijam etilfenola 
sta bila odporna dva seva: S. uvarum 6/D12 in tipski sev S. uvarum CBS 395. Pri temperaturi 
4 °C in 37 °C so bili sposobni rasti trije sevi. Na testirane pogoje, ki ponazarjajo pogoje med 
fermentacijo jabolčnega vina, so bili najbolje prilagojeni sevi vrste S. uvarum 6/D12, 5/H11 
in CBS 395.  
En sev vrste S. cerevisiae je bil odporen proti povišani koncentraciji glukoze (6/H1), vsi sevi 
so pri 4 °C rastli slabše kot referenčni vinski sev, trije sevi pa so enako hitro rastli na gojišču 
inkubiranem pri 37 °C (6/A4, 6/G5, 1/F3). Na testirane pogoje, ki ponazarjajo pogoje med 
fermentacijo jabolčnega vina, sta bila najbolje prilagojena sev vrste S. cerevisiae 6/G5 in 
hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae 6/G2.  
Na Sliki 17 lahko ločimo tri skupine sevov, ki imajo koeficient podobnosti po Bay-Curtisu 
nižji od 50 %. Prva skupina desetih sevov ima genotip podoben tipskemu sevu S. uvarum 
CBS 395. Druga skupina dvanajstih sevov ima podoben vzorec mikrosatelitskih ponovitev 
kot trojni hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum CBS 380. Tretjo skupino sevov 
predstavljajo sevi vrste S. cerevisiae.  
Ob primerjavi vseh treh skupin lahko opazimo določene fenotipske posebnosti. Na gojišču 
s povišano koncentracijo glukoze so najhitreje rastli sevi iz tretje skupine. V prisotnosti 
saharoze in maltoze so najpočasneje rastli sevi iz druge skupine. Prav tako so sevi iz druge 
skupine najpočasneje rastli pri 37 °C, medtem ko so pri 4 °C najpočasneje rastli sevi iz tretje 
skupine. Proti etanolu so bili najbolj odporni sevi iz tretje skupine in najmanj iz druge. Sevi 
iz tretje skupine so prav tako najbolje odporni proti ocetni kislini, etilgvajakolu in etilfenolu. 
Sevi iz prve skupine pa so najpočasneje rastli pri najvišjih testiranih koncentracijah CuSO4 
in K2S2O5. 
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Slika 17: Povezava med genetsko raznolikostjo in fenotipskimi lastnostmi posameznih sevov jabolčnega 
vina. Dendrogram genetske podobnosti smo izrisali na podlagi števila ponovitev v mikrosatelitnih lokusih 
vrste S. uvarum. Tabelarično je prikazana relativna hitrost rasti posameznega seva na testnih gojiščih v 
primerjavi z vinskim sevom AWRI 1631. 
Legenda: S. uvar – S. uvarum, S. cer – S. cerevisiae, S. kud – S. kudriavzevii, S. eub – S. eubayanus. 
Na Sliki 18 smo prikazali relativno hitrost sevov pri visokih koncentracijah etilfenola. 
Večina sevov nanj ni bila odporna, oziroma podatki niso bili primerni za nadaljnjo obdelavo. 
Največ odpornih sevov je vrste S. cerevisiae (štirje sevi). Ti sevi so bili izolirani iz 
jabolčnega vina treh različnih kmetij. To so Jež (dva seva), Osojnik in Brajel. Proti etilfenolu 
je bil odporen tudi en sev vrste S. uvarum (kmetija Osojnik), hibrid S. eubayanus x S. 
cerevisiae x S. uvarum (kmetija Osojnik) in hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae (kmetija 
Marin-Miler). Trije sevi so bili torej prisotni na kmetiji Osojnik, dva na kmetiji Jež in po en 
na kmetiji Brajel in Marin-Miler. Etilfenol je produkt metabolizma kvasovk rodu Dekkera. 
Mandl (2017) je v vzorcih jabolčnega vina preverjala prisotnost kvasovk rodu Dekkera. 
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Pristnost teh kvasovk so dokazali v vzorcih z vseh kmetij razen kmetije Jež. Proti etilfenolu 
je bilo odpornih pet sevov. Na kmetiji Jež, kjer kvasovke rodu Dekkera niso bile prisotne, 
sta bila sposobna rasti dva seva vrste S. cerevisiae (6/B10 in 6/A4) od desetih, ki smo jih 
testirali. 
 
Slika 18: Relativna stopnja rasti posameznih sevov na gojiščih YPD z dodanim 4-etilfenolom. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
(en sev), Se+Sc+Su – hibrid med vrstama S. eubayanus, S. cerevisiae in S. uvarum (en sev). 
Na Sliki 19 je prikazana relativno hitrost sevov pri visokih koncentracijah 4-etilgvajakola. 
Rasti so bili sposobni vsi sevi, razen enega seva vrste S. cerevisiae. Največ sevov, ki so imeli 
slabšo toleranco na etilgvajakol, je bilo v vzorcih s kmetije Jež, kjer kvasovk rodu Dekkera 
ni bilo prisotnih. 
 
Slika 19: Relativna stopnja rasti posameznih sevov na gojiščih YPD z dodanim 4-etilgvajakolom. 
Legenda: Su – S. uvarum (14 sevov), Sc – S. cerevisiae (deset sevov), Sk – S. kudriavzevii (en sev), Sp – S. 
paradoxus (en sev), Sc+Sk - hibrid med vrstama S. cerevisiae in S. kudriavzevii (dva seva), Se+Su – hibrid 
med vrstama S. eubayanus in S. uvarum (en sev), Se+Sc – hibrid med vrstama S. eubayanus in S. cerevisiae 
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5 RAZPRAVA  
5.1 PRISOTNOST POSAMEZNIH VRST IN HIBRIDOV Saccharomyces KVASOVK  
Iz vzorcev jabolčnega vina in opreme, ki se uporablja pri pridelavi jabolčnega vina na srednje 
in višje ležečih kmetijah na Koroškem, smo se osredotočili na seve, ki so bili identificirani 
kot kvasovke rodu Saccharomyces (Mandl, 2017). Mandl (2017) je vzorčila po zaključeni 
fermentaciji od začetka marca do konca aprila na šestih kmetijah: Brajel, Jež, Kajžar, Marin-
Miler, Osojnik in Šibovnik. Na vseh kmetijah uporabljajo leseno stiskalnico na hidravliko, 
razen na kmetiji Marin-Miler, kjer uporabljajo leseno kasetno stiskalnico na hidravliko. Prav 
tako na vseh kmetijah, razen Kajžar in Marin Miler, kjer uporabljajo sode iz nerjavečih 
materialov, uporabljajo lesene sode (Mandl, 2017). Način stiskanja in material sodov je zelo 
pomemben. Les je bolj porozen, zato so tudi po čiščenju mikroorganizmi še vedno prisotni 
na površini. Nerjaveči materiali so bolj gladki, čiščenje je bolj učinkovito in odstrani vse 
mikroorganizme. Pri uporabi le-teh lahko pride do nedokončane fermentacije in 
nedoslednega profila arome. To nakazuje na pomen avtohtonih kvasovk pri fermentaciji 
jabolčnega vina (Morrissey in sod., 2004). 
Identificirali smo 26 sevov kvasovk rodu Saccharomyces. Največ sevov je bilo prisotnih na 
kmetiji Jež, nato kmetiji Osojnik, le nekaj sevov pa na kmetijah Brajel, Šibovnik, Kajžar in 
Marin-Miler. Največ sevov, 13, je bilo identificiranih kot vrsta S. uvarum, kar je 
pričakovano, saj fermentacija poteka pri nižjih temperaturah, vrsta S. uvarum pa je 
kriotolerantna, zato je pogosto prisotna pri alkoholnih fermentacijah, ki potekajo pri nizkih 
temperaturah (Salvado in sod., 2011; Suarez Valles in sod., 2007b; Naumov in sod., 2003).  
Naslednja vrsta po pogostnosti je bila S. cerevisiae (osem sevov). Pričakovano je, da sta vrsti 
S. cerevisiae in S. uvarum prisotni v največjem številu. Vrsta S. cerevisiae se najpogosteje 
uporablja za alkoholno fermentacijo (Naumov in sod., 2001; Ibanez in sod., 2017). V 
zadnjem času se ugotavlja, da je pri fermentaciji, ki poteka pri nizki temperaturi, v večjem 
številu prisotna vrsta S. uvarum (Salvado in sod., 2011). 
Identificirali smo tudi vrsto S. paradoxus. Izolati vrste S. paradoxus iz fermentacij so redki, 
čeprav so jo izolirali iz vinogradov na Hrvaškem. V literaturi je vrsta opisana kot dobro 
prilagojena na etanol, med fermentacijo pa producira visoke koncentracije le-tega 
(Redžepovič in sod., 2002). Tolerance na etanol z rezultati fenotipizacije nismo potrdili, saj 
pri višji koncentraciji etanola ta vrsta ni bila sposobna rasti. 
Med sevi, razvrščenimi v rod Saccharomyces, smo preverili število hibridnih vrst. 
Hibridizacija med vrstami rodu Saccharomyces je naravni mehanizem. Do hibridizacije 
pride zaradi prilagoditve kvasovk na industrijske procese. Hibride lahko naredimo tudi 
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laboratorijsko, na več različnih načinov (Sipiczki, 2008). Prednost hibridov je boljša 
prilagojenost na pogoje alkoholne fermentacije in boljši izkupiček etanola ter komponent 
arome (Magalhaes in sod., 2017). Dokazali smo prisotnost več hibridov. Med sevi so bili 
trije različni dvojni hibridi: S. cerevisiae x S. kudriavzevii, S. eubayanus x S. uvarum in S. 
eubayanus x S. cerevisiae, in en trojni hibrid: S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum. 
Hibridi pogosto nastanejo med mezofilno vrsto S. cerevisiae in kriotolerantnimi vrstami (S. 
kudiravzevii ali S. uvarum). S. cerevisiae prispeva visoko toleranco na etanol, kriotolerantna 
vrsta pa omogoča alkoholno fermentacijo pri nižjih temperaturah (Perez-Torrado in sod, 
2015; Gonzalez in sod, 2008). Hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae se uporablja pri 
proizvodnji piva spodnjega vrenja. S. eubayanus omogoča alkoholno fermentacijo pri nižjih 
temperaturah. Hibrid ne tvori neželenih žveplovih spojin v zaznavni koncentraciji, kar je 
sicer značilno za S. eubayanus. (Alexander in sod., 2016; Magalhaes in sod., 2017).  
5.2 DOLOČANJE HIBRIDOV NA PODLAGI GENOTIPSKIH LASTNOSTI 
Z elektroforetsko kariotipizacijo smo določili število kromosomov v posameznem sevu. 
DNA smo izolirali s posebno izolacijo, kjer smo genomsko DNA izolirali v agaroznih 
blokcih zato da smo dobili celotne kromosome, ki smo jih nato z elektroforezo v 
pulzirajočem polju ločili glede na velikost. Na gelu so posamezni kromosomi vidni kot lise 
(Sharma-Kuinkel in sod., 2016). Pričakovali bi, da imajo hibridni sevi na agaroznem gelu 
vidnih več kromosomov, saj od vsakega starševskega seva prevzamejo del ali celoten 
kromosom (Sipiczki, 2008). Rezultati metode PFGE tega niso pokazali. To si razlagamo s 
tem, da so imeli hibridni sevi podobno število kromosomov, ki so bili hkrati tudi enako dolgi. 
Z metodo kariotipizacije in PFGE v našem primeru nismo določili hibridov, prav tako smo 
težko ločili med vrstami rodu Saccharomyces, saj so si kariotipi sevov S. uvarum in S. 
cerevisiae preveč podobni, da bi lahko s to metodo ločili med vrstama. Rezultati 
kariotipizacije pa so nam pokazali, da so sevi med seboj genetsko zelo raznoliki. 
Genotipsko smo seve okarakterizirali tudi z analizo mikrosatelitnih lokusov. To je metoda, 
ki so jo leta 2016 opisali Masneuf-Pomarede in sod. (2016). Pri tej metodi gre za 
pomnoževanje krajših, ponovljivih lokusov DNA. Med vrstami prihaja do polimorfizma 
zaradi različnega števila ponovitev osnovnega motiva. Enote ponovitve mikrosatelitnih 
lokusov so dolge od dva do osem baznih parov, sorodnost pa ugotavljamo iz števila 
ponovitev istega lokusa (Goldstein in Pollock, 1997; Štajner, 2010). S to metodo lahko 
določimo znotrajvrstno podobnost sevov. Sevi, ki so si bolj sorodni, imajo podobno število 
ponovitev alelov na posameznem lokusu. S posameznimi mikrosatelitnimi lokusi lahko 
preverjamo tudi število alelov pri določenem sevu. Z analizo mikrosatelitnih lokusov sevov 
vrste S. uvarum, in določitvijo odstotka sorodnosti sevov s koeficientom podobnosti po Bay 
Curtisu, smo dobili dve skupini. Prav tako smo dve skupini dobili pri analizi mikrosatelitnih 
lokusih sevov vrste S. cerevisiae. Pri vrsti S. uvarum smo določili tri heterozigotne seve (dva 
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različno velika alela), pri vrsti S. cerevisiae pa kar pet. Heterozigotni sevi so bolj raznoliki 
in imajo tako prednost pred homozigotnimi sevi.  
5.3 DOLOČANJE FENOTIPSKIH LASTNOSTI  
Tekom praktičnega dela smo fenotipske lastnosti preverili s sposobnostjo rasti sevov na 
različnih gojiščih. Za to smo uporabili 17 različnih gojišč. Preverjali smo rast pri različnih 
temperaturah, rast pri različnih koncentracijah kalijevega metabisulfita (300 mg/L, 500 mg/L 
in 1 g/L) in bakrovega sulfata (5 mM, 7,5 mM), rast na gojiščih z dodanim inhibitorjem rasti 
(ocetna kislina, etanol), edinim virom ogljika (fruktoza, maltoza, mlečna kislina, saharoza) 
in povišano osmolarnostjo, ter prisotnostjo 4-etilfenola in 4-fenilgvajakola. Omenjene 
fenotipske teste smo izbrali zato, ker so ti pogoji pogosto prisotni pri fermentaciji jabolčnega 
vina. Fermentacija poteka, ko je temperatura okolice nizka. Zato je pomembno, da so 
kvasovke sposobne fermentacije tudi pri nizkih temperaturah. Sposobnost rasti pri različnih 
koncentracijah bakrovega sulfata in kalijevega metabisulfita smo preverjali zaradi 
prisotnosti bakra v škropivih in kalijevega sulfita v konzervansih. Sposobnost rasti v 
prisotnosti etanola in ocetne kisline, smo preverjali zaradi nastanka omenjenih snovi med 
fermentacijo, sposobnost rasti pri različnih sladkorjih pa zaradi vsebnosti različnih 
sladkorjev v posameznem sadju. Etilfenol in etilgvajakol sta produkta metabolizma vrst rodu 
Dekkera (Muhkerjee in sod., 2014; Gallone in sod., 2016). V jabolčnih vinih, iz katerih je 
Mandl (2017) odvzela vzorce, je bila relativna številčnost vrste rodu Dekkera visoka. 
Preverili smo odpornost sevov vrst rodu Saccharomyces na omenjena metabolita. 
Izmed vseh testiranih lastnosti so nas najbolj zanimale sposobnost rasti posameznih sevov 
na gojišču s povišano koncentracijo glukoze, z inhibitorji rasti kot so etanol, ocetna kislina, 
etilfenol oziroma etilgvajakol, ter sposobnost rasti pri 4 °C in 37 °C. Ti pogoji so prisotni pri 
fermentaciji jabolčnega vina. Sevi, ki so najbolje prilagojeni nanje, so bolj sposobni 
fermentirati jabolčno vino in prinašajo boljše rezultate. 
Vrsta S. uvarum je opisana kot kriotolerantna (Verspohl in sod., 2017). Prav tako sta 
kriotolerantni vrsti S. kudriavzevii in S. eubayanus (Kempf in sod., 2017; Salvado in sod., 
2011). Izmed sevov, za katere smo preverjali sposobnost rasti pri 4 °C, je najbolje rastel S. 
paradoxus in nekaj sevov S. uvarum. Boljšo sposobnost rasti pri nizki temperaturi smo 
pričakovali pri vrsti S. uvarum, vendar smo z rezultati fenotipizacije dokazali, da je pri 4 °C 
bolje sposobna rasti vrsta S. cerevisiae. Prav tako je bilo pričakovano, da bodo hibridi bolje 
prilagojeni na rast pri nizki temperaturi, a tega nismo dokazali. Pri nizki temperaturi je 
najbolje rastel hibrid S. cerevisiae x S. kudriavzevii. S fenotipizacijo smo dokazali, da sevi 
S. cerevisiae rastejo hitreje v prisotnosti višjih koncentracij etanola v primerjavi z S. uvarum. 
To je pričakovano, saj je S. cerevisiae bolje prilagojena na visoke koncentracije etanola 
(Kempf in sod., 2007). Izmed hibridov je imel najboljšo sposobnost rasti v višjih 
57 
Vrhovnik U. Populacijska genomika avtohtonih kvasovk rodu Saccharomyces iz jabolčnega vina.   
     Mag delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
koncentracijah etanola hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae. Kvasovke rodu 
Dekkera/Brettanomyces sintetizirajo etilfenol in etilgvajakol. Obe snovi sta nezaželeni 
spojini, ki ju senzorično zaznamo v nizkih koncentracijah (Le Quere in sod., 2006). V 
prisotnosti etilgvajakola so bili večinoma sposobni rasti vsi sevi. Sevi vrste S. cerevisiae in 
hibridi so bili sposobni rasti bolje od sevov vrste S. uvarum in S. paradoxus. V prisotnosti 
etilfenola so sevi vrste S. uvarum rastli relativno počasi. Sevi vrste S. cerevisiae in hibrida 
S. eubayanus x S. cerevisiae ter S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum so sicer imeli 
sposobnost rasti, a so v primerjavi s sevi vrste S. uvarum rastli še počasneje. Rezultati 
fenotipske karakterizacije so pokazali, da so sevi vrste S. cerevisiae najbolje prilagojeni na 
testirane pogoje fermentacije vina. Hibridi so bili pri testiranih pogojih sposobni rasti enako 
dobro ali slabše kot sevi S. cerevisiae. Izmed hibridov je imel najboljšo sposobnost rasti 
hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae. 
5.4 POVEZAVA MED GENOTIPSKIMI IN FENOTIPSKIMI LASTNOSTMI 
Namen raziskovalnega dela je bil ugotoviti povezavo med fenotipsko in genotipsko 
karakterizacijo. Z razvijanjem in razumevanjem metod, ki povezujejo te lastnosti, bi lahko 
izboljšali fenotipske lastnosti kvasovk, s tem pa tudi končnega proizvoda (Patnaik, 2008). 
S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da izstopajo tri skupine sevov vrste, ki imajo podobno 
število ponovitev mikrosatelitnih zaporedij. Ko smo primerjali fenotipske lastnosti teh treh 
skupin sevov, smo opazili, da imajo sevi iz omenjenih skupin primerljivo sposobnost rasti 
na testnih gojiščih. Iz tega lahko zaključimo, da imajo skupine s podobnimi genotipskimi 
lastnostmi podobne fenotipske lastnosti. Na pogoje fermentacije jabolčnega vina so bili 
najbolje prilagojeni sevi iz tretje skupine, kamor sodijo sevi vrste S. cerevisiae. Z analizo 
mikrosatelitnih lokusov smo ravno pri sevih vrste S. cerevisiae dokazali največ 
heterozigotnih sevov. Pri sevih vrste S. uvarum je bilo homozigotnih sevov 75 %, kar so 
dokazali tudi Masneuf-Pomarede in sod. (2016). Z analizo mikrosatelitnih lokusov vrste S. 
cerevisiae smo dokazali, da je homozigotnih sevov 61 %. Večja kot je raznolikost znotraj 
vrste, bolj se je le-ta sposobna prilagoditi na različne pogoje okolja. 
Metodo, ki smo jo uporabili za fenotipizacijo, bi bilo potrebno prilagoditi za testiranje 
naravnih sevov. V določenih primerih je prišlo do prevelikega odstopanja med posameznimi 
ponovitvami istega seva. Do tega je verjetno prišlo zaradi kompeticije med različnimi sevi. 
Prav tako smo imeli težave s klasičnimi metodami identifikacije vrste kvasovk. Metode, kot 
sta na primer pomnoževanje ITS regije DNA kvasovk in restrikcija regije ITS, so prilagojene 
za identifikacijo nehibridnih sevov (Esteve-Zarzoso in sod., 1999). S tem, ko smo z isto 
metodo želeli identificirati hibridni sev, smo pri večkratnih ponovitvah dobili zelo različne 
rezultate. To težavo smo nato rešili z uporabo metode, kjer smo preverili prisotnost hibridov 
s pomnoževanjem vrstno specifičnih regij DNA (Pengelly in Wheals, 2013). 
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Preden lahko zaključimo, katere genotipske lastnosti prinesejo zaželjene fenotipske 
lastnosti, pa nas čaka še veliko dodatnih raziskav.  
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6 SKLEPI  
• Pri spontani fermentaciji jabolčnih vin s Koroške sodelujejo različne vrste kvasovk 
rodu Saccharomyces: S. uvarum, S. cerevisiae, S. paradoxus in njihovi hibridi S. 
cerevisiae x S. kudriavzevii, S. eubayanus x S. uvarum, S. eubayanus x S. cerevisiae 
in S. eubayanus x S. cerevisiae x S. uvarum. 
• Pri fermentaciji jabolčnega vina sodelujejo naravni hibridi, s čimer smo potrdili, da 
je hibridizacija naravni mehanizem.  
• Hibridne vrste so podobno prilagojene na testirane pogoje fermentacije kot 
prevladujoči vrsti v jabolčnem vinu, S. uvarum in S. cerevisiae.  
• Sevi vrste S. cerevisiae in hibrid S. eubayanus x S. cerevisiae so najbolje prilagojeni 
na pogoje fermentacije jabolčnega vina.  
• Na gojišču z dodanim etanolom vrste S. kudriavzevii, S. paradoxus in hibrid S. 
cerevisiae x S. kudriavzevii niso bile sposobne rasti. 
• V spontani fermentaciji jabolčnega vina sodelujejo številni genetsko in fenotipsko 
raznoliki sevi vrst S. uvarum in S. cerevisiae, saj smo dokazali, da nismo izolirali 
klonsko enakih sevov. 
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7 POVZETEK  
Jabolčno vino je popularna alkoholna pijača, ki nastane z alkoholno fermentacijo jabolčnega 
soka. Proizvodnja poteka na področjih, kjer uspevajo jablane. V Evropi se pojavi v Franciji, 
Belgiji, Nemčiji, na Švedskem in v severni Španiji. V Sloveniji proizvodnja jabolčnega vina 
poteka predvsem na Koroškem.  
Kvasovke rodu Saccharomyces so pomembne pri proizvodnji jabolčnega vina, saj so 
odgovorne za alkoholno fermentacijo jabolčnega soka. Pri spontani fermentaciji jabolčnega 
vina s Koroške sodeluje več različnih vrst rodu Saccharomyces kvasovk. Najpomembnejša 
in najštevilčnejša je vrsta S. uvarum, ki je kriotolerantna kvasovka, torej je sposobna rasti 
pri nižjih temperaturah. Ta lastnost je pomembna, saj na Koroškem jabolka obirajo v sredini 
oktobra. Temperatura soka je zaradi hladnejših temperatur okolja nižja in posledično se tudi 
med fermentacijo ne poviša veliko. S. cerevisiae je najpomembnejša in najbolj raziskana 
vrsta pri procesu alkoholne fermentacije. Tudi ta vrsta je pogosto prisotna v vzorcih 
jabolčnega vina s Koroške. 
Pri alkoholni fermentaciji se vse bolj ugotavlja prisotnost naravnih hibridov vrst rodu 
Saccharomyces. Hibridi so pomembni zaradi boljše prilagojenosti na fermentacijske 
razmere, prispevajo k boljši aromi, so pa tudi pomemben element naravne evolucije. V naših 
vzorcih smo dokazali tri različne dvojne hibride (S. cerevisiae x S. kudriavzevii, S. eubayanus 
x S. uvarum, S. eubayanus x S. cerevisiae) in en trojni hibrid (S. eubayanus x S. cerevisiae x 
S. uvarum). S tem smo dokazali, da se proces hibridizacije dogaja naravno. 
Rezultati fenotipizacije so pokazali, da hibridne vrste niso bolje prilagojene na testirane 
fermentacijske razmere. Med primerjavo hibridnih vrst in dveh najpogosteje uporabljenih 
vrst S. cerevisiae in S. uvarum smo opazili, da je vrsta S. cerevisiae najbolje rastla na vseh 
testnih gojiščih, S. uvarum ter hibridne vrste pa enako dobro ali slabše. Metodo, ki smo jo 
uporabili za fenotipizacijo, bi bilo potrebno prilagoditi za testiranje naravnih sevov, saj je v 
določenih primerih prišlo do prevelikega odstopanja med posameznimi ponovitvami istega 
seva. Verjetno je do tega prišlo zaradi kompeticije med različnimi sevi.  
Skupine sevov s podobnim številom alelov pri pomnožitvi mikrosatelitnega lokusa imajo 
podobne fenotipske lastnosti. Zato bi lahko na podlagi genetske sestave seva sklepali, kakšne 
so njegove fenotipske lastnosti. V zvezi s tem bi bilo potrebno narediti dodatne raziskave, 
da bi natančno določili povezavo s številom alelov in fenotipskimi lastnostmi. 
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